CEUB | PIC

CENTRO UNIVERSITARIO DE BRASILIA - CEUB
PROGRAMA DE INICIACAO CIENTIFICA

GABRIELE LOUISE TRINDADE ARAUJO

ANALISE IN SILICO PARA A DETERMINAGAO DE CODIGOS DE BARRAS PARA A
IDENTIFICACAO ESPECIFICA DE DIFERENTES ARBOVIROSES

BRASILIA
2021



CEU3 | PIC

GABRIELE LOUISE TRINDADE ARAUJO

ANALISE IN SILICO PARA A DETERMINAGAO DE CODIGOS DE BARRAS PARA A

IDENTIFICAGAO ESPECIFICA DE DIFERENTES ARBOVIROSES

Relatério final de pesquisa de Iniciacdo
Cientifica apresentado a Assessoria de
Pds-Graduacdo e Pesquisa.

Orientacdao: Paulo Roberto Martins
Queiroz

BRASILIA

2021



AGRADECIMENTOS

Honestamente, eu perdi a conta de quantas pessoas preciso agradecer, tantas foram
importantes durante o processo de desenvolvimento desse trabalho que fica dificil especificar
apenas algumas. Acredito que primeiramente devo agradecer a minha familia como um todo
por serem o motivo real de toda a minha dedicacdo e minha razdo para ultrapassar meus
proprios limites tantas vezes. Meu pai, pelo incentivo; minha mae, pelas toneladas de apoio e
admiracdo; meus irmdos por estarem sempre do meu lado e minha avd por ter cuidado de
mim do comeco ao fim. Obrigada por terem enfrentado e suportado a eu estressada de alguns
dias e por terem consolado e confortado a desesperada de outros. Sem vocés eu nao teria
conseguido, sem vocés eu ndo teria nem tentado.

Quero agradecer também a cada um dos meus amigos, nesses Ultimos semestres eu
me dei conta de quantos tenho e do qudo importantes sdo para mim. Especialmente as minhas
winx e minhas maravigolds, eu ndo sei o que seria de mim sem vocés. Obrigada por serem um
porto seguro e por serem meu maior ponto de fuga nos dias que eu ndo tinha capacidade de
continuar. A Drica por ter dado cada passo dessa jornada comigo, ao Edson por ter me
acompanhado e me ajudado mais do que qualquer um e ao Mich por ter acreditado em mim
mesmo quando nem eu acreditava.

Ao meu orientador que me mostrou o caminho que eu precisava atravessar e ao
professor Raphael por me ajudar a percorrer isso da melhor forma possivel. Obrigada pela
paciéncia e por cada uma das vezes que me guiaram e inspiraram.

Por fim, agradeco a mim mesma por ter conseguido, mas saibam que foram vocés que

tornaram isso possivel.



RESUMO

Arboviroses sdo doengas virais transmitidas por artréopodes. Ha uma diversidade de infec¢Ges
desse tipo disseminadas pelo mundo, dentre elas pode-se citar: Chikungunya, Dengue, Febre
Amarela, Febre do Mayaro, Zika e Febre do Oeste do Nilo. Essas doencas apresentam
sintomatologia muito parecida, fator que dificulta diagndsticos exclusivamente sintomaticos
das infeccdes. Além disso, quatro dos virus em questdo comumente apresentam reacao
cruzada nos testes soroldgicos de identificacdo do agente causador da infeccdo, afinal esses
testes sdo pouco sensiveis e especificos. Em vista disso, testes moleculares se mostram um
meio de eliminar esses problemas. Para isso, a implementac¢do de cddigos de barras, ou seja,
sequéncias genéticas curtas e extremamente especificas, possibilita a otimizagao do processo
de identificacdo de forma rdpida e sensivel. Objetivou-se, entao, definir cddigos de barras para
as arboviroses citadas a fim de possibilitar melhorias em seus métodos de identificacdo.
Através do NCBI foram coletadas sequéncias de gen6micas completas dos virus de interesse
e dados pertinentes. Na plataforma “The Sequence Manipulation Suite” foi gerado o perfil
individual de corte enzimatico e esse perfil, através do programa PAST, gerou uma arvore
filogenética de agrupamento. As analises estatisticas foram realizadas no programa R. Dados
bibliograficos foram utilizados para selecionar genes adequados para prospecc¢do dos codigos
de barras e eles foram alinhados através do programa BioEdit. A checagem por quaisquer
alteragdes indevidas nesse processo foi feita na ferramenta BLAST do NCBI e a obtengdo dos
BarCODES potenciais no programa Geneious Prime. Um novo BLAST foi realizado para
avaliacdo de efetividade dos cédigos de barras que, uma vez determinados, foram localizados
através da modelagem de proteinas realizada em acesso ao SWISS-MODEL. Através da arvore
filogenética foram observados perfis de aglomeragao indicativos de alta estabilidade e
conservagao dos virus Dengue tipo 4, Chikungunya e Zika, principalmente. Esses padrdes
aglomerativos indicam menor tendéncia a mutacoes, ou seja, potencialmente maior facilidade
na identificacdo dos cédigos de barras nesses grupos virais. Em vista disso, a estabilidade e
conservacdo necessarias para selecdo dos genes de prospeccao foi vital para a determinacao
dos BarCODES. Posteriormente, nos genes selecionados para prospecc¢do, apds alinhamento
e checagem por resultados inapropriados, foram determinados, pelo menos, dois cédigos de
barras eficientes para identificacdo dos virus estudados. Os resultados menos promissores
foram os de Dengue 4, Febre Amarela e Zika, ainda assim, foi possivel realizar a modelagem
protéica e identificacdo da regido em que os marcadores se encontram em todos os virus.
Ainda que tenham comprimento menor que o padrao, o tamanho das regides de identificagao
determinadas demonstrou ser mais apropriado para comunidades virais. Dessa forma, os
elevados valores de identidade e cobertura resultantes indicaram eficiéncia dos marcadores
definidos e podem representar maior precisdo, acuracia e especificidade que os métodos
convencionais de identificacdo. Os cdédigos de barras definidos aqui visam tanto proporcionar
um meio de identificacdo mais eficiente dos virus em questdo, quanto gerar impactos
positivos na epidemiologia e na taxonomia ao promover desenvolvimento do sistema de
codigos de barras viral que permanece estagnado na comunidade cientifica.

Palavras-chave: Arboviroses; BarCode; Identificacdo viral.
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1 INTRODUGAO

Durante décadas as arboviroses foram negligenciadas em diversos lugares do mundo
por serem consideradas contribuidores menores a mortalidade global, recebendo baixa
prioridade quanto aos investimentos em pesquisas e infraestrutura de saude publica.
Entretanto, as emergéncias e reemergéncias epidémicas influenciadas pelas mudancas
climdticas, globalizagao, urbanizagdo e caréncia de manejo adequados passaram a causar real
preocupacdo publica, tornando tanto os artréopodes transmissores das doencas quanto os
virus causadores delas, um tépico cada vez mais relevante (LIMA-CAMARA, 2016; WILDER-
SMITH et al., 2017).

Dentre as importantes arboviroses para a saude publica presentes no Brasil pode-se
citar: Chikungunya (CHIKV), Dengue (DENV), Febre Amarela (YFV), Febre do Mayaro (MAYV),
Febre do Oeste do Nilo (WNV) e Zika (ZIKV). Os virus causadores de todas essas infec¢cdes sao
compostos de um genoma de RNA fita simples sentido positivo com, aproximadamente, 11 kb
de tamanho (COLPITTS et al., 2012; GROCHOCKI, 2016; MEDEIROS; BRAGA, 2018; VIEIRA et
al., 2015; YAP et al., 2017.).

Dados do Ministério da Saude indicam que no Brasil, entre 14 de fevereiro de 2021 e
15 de maio de 2021, apenas Dengue e Chikungunya foram a causa confirmada de 109 débitos.
E necessdrio levar em consideracdo a extrema subnotificacdo dos casos de arboviroses
ocasionadas, por exemplo, pela emergéncia da pandemia coronavirus, esse numero
potencialmente é menor que o real. No mesmo periodo de tempo em 2020 foram registrados
359 6bitos confirmados, dados indicam uma reducdo de registros de caso de, pelo menos,
57,4% (MASCARENHAS et al, 2020; MINISTERIO DA SAUDE, 2020; MINISTERIO DA SAUDE,
2021).

Essas infecgdes podem apresentar quadros de gravidade significativamente amplos,
mas habitualmente semelhantes, tendo em vista que grande parte das manifestac¢des clinicas
comuns se apresentam em todas elas. Destacam-se sintomas como: dores de cabeca, nos
musculos e nas articulacbes, além de febre e erupgdes cutdneas, com excecdao da febre
amarela que geralmente apresenta amarelamento da pele e olhos ao invés da manifestacdo
cutanea comum as outras (ESTRELA, 2017; SILVA, 2017; PAUL; VIBHUTI, 2017; PINTO-JUNIOR
etal., 2015; COLPITTS et al., 2012).



Essa forte semelhanga pode levar a complicagGes na identificagdo exclusivamente
sintomatica das doencas. Mesmo que elas possuam outros sintomas mais particulares que
possam as diferenciar de certa forma, ainda ha problemas de duvida e confusdo que
impossibilitam a identificagdo confidvel. Dessa forma, andlises complementares sao
indispensaveis (MEDEIROS; BRAGA, 2018).

Somada a essa semelhanca de sintomas, ha também outro problema no
desenvolvimento de diagndsticos acurados para essas patologias: a possibilidade de alguns
testes soroldgicos utilizados na detecgdao dos virus apresentarem reagao cruzada entre os
anticorpos dos Flavivirus, levando a resultados de falso negativo, por exemplo. Comumente
sdo utilizados teste ELISA ou ensaios imunocromatograficos, por serem formas acessiveis de
identificacdo, entretanto, os testes em questao apresentam sensibilidade limitada, ainda mais
em casos de infeccGes secunddrias por dengue, por exemplo. Em conjunto a isso, os testes
rapidos apresentam niveis baixos tanto de sensibilidade quanto de especificidade. No geral,
os testes soroldgicos s6 podem ser realizados dias apds o inicio das manifestacdes
sintomaticas de forma que sua importancia se torna mais epidemioldgica do que clinica, além
de ndo serem capazes de identificar o sorotipo especifico do virus (DIAS et al., 2010; KERKHOF
et al., 2020; LIMA-CAMARA, 2016; OLIVEIRA, 2018).

Essas complicacbes tornam as andlises laboratoriais mais precisas ainda mais
importantes, ndo apenas para complementar, mas para incorporar fundamentagdo num
diagndstico mais acurado de qual virus em especifico esta causando a enfermidade. As
analises moleculares de sequenciamento genético sao uma 6tima forma de contornar esses
problemas de inespecificidade, principalmente em regides com ocorréncia simultanea das
arboviroses em questdo. Esses sdo procedimentos mais sensiveis que podem ser realizados
rapida e simultaneamente com pequenas quantidades dos virus para identificar até mesmo o
sorotipo viral (GARCIA, 2018a; MEDEIROS; BRAGA, 2018; PESENTI; SILVA, 2018).

As sequéncias genéticas especificas do genoma viral isolado do paciente, através de
analises de bioinformatica, sdo comparadas com sequéncias que representam os virus para
assim identificar as espécies em anadlise. Uma forma de otimizar esse processo é a definicdo
de Cdédigos de Barras (DNA BarCode), ou seja, uma ou algumas sequéncias génicas curtas e
singulares o suficiente para realizar a identificacdo e classificacdo a nivel de espécie

(GROCHOCKI, 2016; PURTY; CHATTERIJE, 2016).



Uma das importantes premissas do método é definir fragmentos do cddigo genético
bem conservados em nivel intraespecifico, a fim de permitir a segregacao de espécies e até
mesmo populagdes dentro das espécies, mas varidvel o suficiente para indicar divergéncia
genética que possibilite identificagdes interespecificas. Inclusive, o desenvolvimento de novas
tecnologias de sequenciamento (NGS - Next Generation Sequencing) que prometem diminuir
os custos de sequenciamento do genoma, criaram a possibilidade de utilizagdo dos cddigos de
barras de DNA em novos tipos de dados genbmicos, dentre eles, a rapida identificacdo da
patégenos (BARTOLINI et al., 2020; COISSAC et al., 2016).

O desenvolvimento e utilizagdo do sistema de Bar-Coding vem crescendo ao longo dos
ultimos anos e sequéncias especificas passaram a ser comumente utilizadas na identificacao
de diversos organismos além de serem disponibilizadas em bancos de dados on line como o
BOLD System (BarCode of Life Data System) (https://www.boldsystems.org/index.php). Ainda
assim, o método em questdo, especificamente quando voltado para comunidades virais,
permanece sendo uma vertente nova e pouco desenvolvida. Podem ser encontrados em
literatura, até o momento, pouquissimos estudos direcionados ao desenvolvimento de
codigos de barras virais, ainda assim nao foram desenvolvidos marcadores definitivos e
nenhum deles se refere a identificacdo de arboviroses (CHAUDHARY; DAHAL, 2017.; PURTY;
CHATTERIE, 2016).

Em vista disso, o objetivo do presente estudo foi realizar a determinagao de cddigos
de barras especificos para identificacdo de seis diferentes arbovirus, de modo a facilitar e
acelerar esse processo. Em conjunto a isso, foram realizadas analises de variabilidade genética
intra e interespecifica com estirpes virais de diferentes partes do mundo, desenvolvendo uma
analise filogenética comparativa a partir do mapeamento das sequéncias genbmicas de
interesse. Este estudo também visa identificar potenciais limitagdes desta ferramenta quando
utilizada para identificacdo de virus a fim de nortear estudos futuros e expandir o

conhecimento limitado sobre o uso dessa técnica na identificagdo viral.

2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 As arboviroses
A interacdo humana com outros seres durante seu processo evolutivo de expansao

numeérica e ocupacao da Terra gerou diferentes consequéncias, desde prejudicar algumas
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espécies ao invadir e depredar seus habitats até provocar adapta¢des de outras ao meio
urbano criado pelo homem. Isso, por um lado, traz certas vantagens ao ser humano, como o
uso do gado domesticado para a alimentagdo, entretanto, por outro, pode trazer problemas
significativos como, por exemplo, a proliferacdo de insetos e as doencas que eles podem
transmitir (BROWN et al., 2013).

Esse é o caso de mosquitos como o Aedes aegypti, por exemplo, um diptero
hematéfago de atividade diurna originario da Africa, que esteve presente durante parte
relevante do desenvolvimento da humanidade, se adaptando muito bem ao ambiente
domiciliar, em razao de seu comportamento sinantrépico e antropofilico. A coexisténcia em
guestdo acarretou despropositadamente no transporte de mosquitos para novos locais de
clima favordvel durante os processos de coloniza¢do e globalizacdo do ser humano, estando
por isso amplamente distribuidos no planeta (POWELL; TABACHNICK, 2013).

Gragas a isso, a pressao evolutiva conjunta gerada pela interagdo constante tornou o
ser humano um excelente meio de alimentagao para esses invertebrados por ser uma fonte
abundante e acessivel gracas a 6tima adaptacdo que eles tiveram ao meio urbano. Isso
ocorreu de forma tao significante que estudos até mesmo indicam nao apenas a preferéncia
do mosquito por sangue humano ao invés de outros vertebrados, mas também predilecao
especifica pelo sangue do tipo O (PRASADINI, 2019).

Essa forte presenga do mosquito, somada a sua afinidade com o ser humano causam
um relevante problema: a expansdo das diversas arboviroses que ele pode transmitir, afinal a
disseminacdo desses virus esta diretamente relacionada com a disseminagao prévia de seu
vetor (KRAEMER et al., 2015).

Tendo isso em vista, o combate ao mosquito passa a ser um assunto de extrema
relevancia, principalmente em paises de clima tropical com concentragdao e crescimento
populacional desordenado. Esses fatores, em conjunto com as mudancas climaticas, forte
globalizacdo e falta de manejo adequado facilitam ainda mais a disseminagcdo do vetor e,
consequentemente, das doencas que ele transmite (LIMA-CAMARA, 2016).

Em razdo disso, o controle de mosquitos como o A. aegypti ja estd sendo realizado de
diferentes formas no Brasil, com inclusive diversas pesquisas a respeito de eficiéncia e

melhorias das técnicas, desde o controle biolégico até o mecanico ou quimico. Inclusive, vale
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ressaltar que ha numerosas complicagGes relacionadas a esse combate, independentemente
da tecnologia de controle (TERRA, 2017).

Estudos indicam que o emprego continuo de inseticidas pode selecionar populagdes
de mosquitos diretamente para o aumento de resisténcia a esses agentes, levando a uma
reducdo significativa na eficacia deles no combate por via quimica, além dos diferentes efeitos
degradantes que esses produtos podem causar nos sistemas biolégicos (VIANA, 2020).
Enquanto isso, controles fisicos como destruicdo de criadouros impedindo a oviposicao
podem ser eficientes na redugao populacional, mas ndo na eliminagdo ja que sempre ha
pontos com acumulacdo de dgua que ndo podem ser desfeitos, por exemplo (WEERATUNGA,
2017).

Em razdo disso, até que o controle eficiente do mosquito seja atingido, é necessario
manter ateng¢ao quanto as doengas que eles transmitem. Dentre diversas arboviroses
presentes no Brasil que podem ser citadas estdo: Chikungunya (CHIKV), Dengue (DENV), Febre
Amarela (YFV), Febre do Mayaro (MAYV), Febre do Oeste do Nilo (WNV) e Zika (ZIKV).

A Febre Amarela é a Unica dessas infeccdes que ja possui vacina com efetividade
comprovada desde 1930, as outras possuem, no mdaximo, vacinas ainda em estado
experimental, como por exemplo a Dengvaxia® desenvolvida pela empresa Sanofi Pasteur,
gue apresenta 60% de eficacia e, por ser uma vacina do tipo atenuada, é contra indicada para
parte relevante da populacdo (OLIVEIRA, 2016; ROGERS, 2006). Dessa forma, considerando o
manejo insuficiente e a ainda inexisténcia de vacinas ou medicamentos eficientes contra essas
infec¢des, é reforcada a necessidade de aprofundamento no estudo dos arbovirus em
guestdo. Afinal, guanto mais conhecimento a respeito deles, maior serd a probabilidade de
desenvolvimento de terapias efetivas de combate as enfermidades.

Um dos relevantes efeitos negativos da circulagao dessas arboviroses na Saude Publica
do Brasil é o impacto econdmico gerado por todo o sistema das doencas, como: os custos de
diagnoses, desde os mais simples como teste rapido da Dengue até os mais complexos como
PCR; custos médicos diretos, como tratamento dos enfermos; médicos indiretos, como perda
de produtividade por afastamento do paciente de seu trabalho; além dos relevantes custos
de combate ao vetor totalizando, em 2016, um valor de pelo menos RS 2,3 bilhdes aos cofres

publicos (TEICH, 2017).
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2.2 Género Alphavirus

Dentro do género Alphavirus, que pertence a familia Togaviridae, estdo inclusos pelo
menos 30 espécies de arbovirus, dos quais apenas CHIKV e MAYV sao incidentes no Brasil
(GROCHOCKI, 2016). Os virus desse género sdo esféricos, com envelope viral de simetria quase
icosaédrica, consistindo em uma molécula polar positiva de RNA (acido ribonucleico) fita
simples com aproximadamente 11,8 kb (YAP, 2017). Apresentam em sua composi¢ao cinco
proteinas estruturais (capsideo: C, glicoproteinas de membrana: E1 e E2, pequenos peptideos:
E3, e 6K) sintetizadas como poliproteinas e quatro nao estruturais (nsP1, nsP2, nsP3 e nsP4)
importantes para a replicacdo do virus (LIMA-CAMARA, 2016; MOTA, 2015). Exibindo a
seguinte conformacdo: 5'- m7G - nsP1 - nsP2 - nsP3 - nsP4 - (regido de junc¢do) - C-E3 - E2 -
6k - E1 - poly(A) - 3°, sendo m7G um cap 7-metilguanosina e poly(A) uma cauda de
poliadenilato (GROCHOCKI, 2016).

2.2.1 Chikungunya

O CHIKV é um virus originario da Africa subsaariana que, em seu ciclo silvestre, circula
entre seus vetores e primatas ndo humanos através do Ae. albopictus e em seu ciclo de
transmissdo urbana é transmitido principalmente pelo Ae. aegypti (HONORIO, 2015; WEAVER,
2015). Possui quatro diferentes gendtipos relatados: Africano Ocidental, Africano Oriental
Central/Sul, Asiatico e o da Linhagem do Oceano indico (ESTRELA, 2017).

Foi isolado pela primeira vez em 1952 na Tanzania e teve seu processo de propagacao
iniciado com a instalacdao de ciclos esporadicos de transmissao, causando emergéncias no
sudeste asidtico e india, Quénia, Ilhas da Reunido, transmissdo autdctone em paises da
Europa, para entdo atingir as Américas pelo Caribe, provocando milhares de infeccoes
(HONORIO, 2015). No Brasil, os primeiros registros autdctones confirmados da doenca
ocorreram em 2014 (LIMA-CAMARA, 2016). Dados recentes de incidéncias da doenca até o
momento, relatados pelo Ministério da Saude entre dezembro de 2019 e abril de 2020,
apontam 80.941 casos provaveis, com 3 dbitos confirmados por critérios laboratoriais e outros
17 ainda sob investigacdo. No mesmo periodo de tempo no ano de 2021, o nimero de casos
provaveis foi de 36.242 sem muitas investigacdes para constatar se houve realmente uma
gueda drastica no nimero de casos ou se foi apenas subnotificacdo decorrente, por exemplo,

da pandemia Coronavirus.
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O processo de infecgdao do CHIKV se da apds a picada do mosquito vetor infectado, ou
seja, a realizacdo da inoculacdo do virus no corpo, rapidamente inicia-se a replica¢do viral nas
células da pele, no local da picada, de onde os virions se espalham para outros érgaos através
da corrente sanguinea, chegando ao figado e as articulacdes e, assim, caracteriza-se a fase
aguda da doenca (ESTRELA, 2017).

A infeccdo por CHIKV causa cefaléia, erup¢des cutaneas, mialgia e febre associada a
dores articulares severas e debilitantes, tal sintoma, inclusive, foi o que deu origem a
denominag¢dao Chikungunya, significando “andar curvado” em idioma africano (GROCHOCKI,
2016; ESTRELA, 2017). Essa poliartrite é caracteristica da doenca, afetando em torno de 80%
dos pacientes e geralmente se apresentando nos punhos, tornozelos e cotovelos, podendo
tanto melhorar em alguns dias quanto durar meses ou anos, mesmo apds o término do quadro
febril (DONALISIO, 2015). Além disso, esse quadro articular cronico interfere economicamente
na vida do individuo em razdo da grande perda de produtividade gerada. Ainda que seja
incomum a ocorréncia de casos severos da doenca, manifestacbes neurolégicas como
encefalite e mielite, além de miocardite podem eventualmente levar ao agravamento dos

casos ou, até mesmo, a 6bitos, majoritariamente em bebés e idosos (HONORIO, 2015).

2.2.2 Mayaro

O ciclo de transmissdao do MAYV é majoritariamente enzodtico, envolvendo mosquitos
transmissores e primatas ndo humanos nas florestas tropicais da América do Sul, de onde é
provavelmente originario, acometendo desde essas regides até paises da América Central,
com casos esporadicos importados em paises da Europa e América do norte (FRIEDRICH-
JANICKE, 2014). Seu primeiro isolamento ocorreu em Trinidad no ano de 1954, quando foi
inclusive descrito, com relatos posteriores de Febre do Mayaro em varios paises das Américas
Central e do Sul (SUCUPIRA, 2019).

Possui dois diferentes gendtipos identificados, com um deles ocorrendo
exclusivamente, até o momento, no estado do Par3, sendo que, o MAYV apresenta alta taxa
de mutacdo, aumentando potencialmente sua chance de adaptacdo a hospedeiros
(FIGUEIREDO, 2014; SILVA, 2017).

A doenca ocorre majoritariamente em areas rurais, é diagnosticada com base apenas

na sintomatologia do paciente, em razdo do alto custo e falta de estrutura para realizacdo dos
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testes laboratoriais necessarios nesses locais, dessa forma, é provavel que o nimero de casos
esteja sendo subestimado e a doenca potencialmente negligenciada (SUCUPIRA, 2019). Outro
indicativo disso sao estudos realizados com amostras de sangue de mais de 300 pessoas em
comunidades do Rio Negro indicando que mais de 40% dos testados possuiam anticorpos
contra MAYV, demonstrando que é uma infec¢do comum na regido, mesmo com 0s poucos
casos reportados da doenga (FIGUEIREDO, 2014).

Até o momento, hd apenas um registro em literatura com diagnéstico confirmado de
Obito relacionado a Febre do Mayaro, sendo esse de um paciente no México que faleceu 30
dias apds a internagao hospitalar apresentando hemorragia com trombocitopenia, ictericia e
encefalopatia (SUCUPIRA, 2019).

A sintomatologia da Febre do Mayaro geralmente apresenta febre aguda, manchas
vermelhas na pele e artralgia, extremamente comuns em outras arboviroses, o que leva a
complicagdes no diagndstico dessa doenca negligenciada (SUCUPIRA, 2019). Pode apresentar
duas diferentes fases: a aguda caracterizada por uma viremia que dura de 3 a 5 dias e a de
convalescenca, quando sdo apresentadas as artralgias e artrites que podem durar até anos,
mesmo apos o término do quadro febril, levando a significativa perda de produtividade do
paciente (MOTA, 2015). Outros sintomas que podem ser apresentados sdo: mialgia, calafrios,
fotofobia, cefaléia, vOmito, edemas articulares, diarreias e erupcdes cutdneas; além de, em
alguns casos, ocorrerem eventuais hemorragias nas gengivas e congestdes nasais (SILVA,

2017).

2.3 Género flavivirus

Os Flavivirus fazem parte da familia Flaviridae, com pelo menos 50 espécies de
arbovirus, dentre elas estdo os virus da Dengue, Febre Amarela, Febre do Nilo Ocidental e Zika
(GROCHOCKI, 2016). Sdo compostos por uma molécula de RNA em torno de 11 kb de
comprimento fita simples com polaridade positiva e envelope viral, codificando uma fase de
leitura aberta (ORF - Open Reading Frame) flanqueada por regides 5’ e 3’ ndo traduzidas
altamente estruturadas (GEBHARD, 2011; VASILAKIS, 2011). Possui simetria morfoldgica
esférica, nucleocapsideo icosaédrico, trés proteinas estruturais (capsideo - C, membrana - M,

envelope - E) e sete proteinas ndo estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5),
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gerando a seguinte conformagdo: 5’ - C- M - E - NS1 - NS2A - NS2B - NS3 - NS4A - NS4B - NS5
- 3’ (BONALDO, 2017, PINHO, 2013; SAMUEL, 2016).

2.3.1 Dengue

Uma das propostas de origem do virus da dengue é a africana, vindo das florestas da
Africa Central e Ocidental, teoria reforcada pelo fato de o primeiro registro da dengue nas
Américas ser do final do século XVIII, indicando que essa chegada ao continente esta
possivelmente associada ao comércio de escravos da época (VASILAKIS, 2011). Além disso, ha
um consideravel nimero de arbovirus semelhantes geneticamente a dengue que circulam
exclusivamente na Africa, assim como o préprio principal vetor da doenca é originario desse
mesmo continente, agregando certa forca a essa proposta de origem (HOLMES, 2003).

Entretanto, o fato de todos os sorotipos silvestres terem sido detectados no sudeste
da Asia, regido com alta incidéncia de dengue, e apenas um deles ter sido detectado na Africa,
que apresenta incidéncia relativa mais baixa, traz inconsisténcia a origem africana do virus,
demonstrando que, claramente, sua origem ainda precisa ser analisada mais profundamente
(VASILAKIS, 2011). Vale ressaltar que, mesmo que relatos de surtos de doencas clinicamente
semelhantes a dengue sejam feitos ha séculos, apenas em 1943 e 1945 foram isolados pela
primeira vez os virus da dengue no Japao e Havai, respectivamente (MESSINA, 2014).

O virus apresenta o ciclo de transmissao silvestre ancestral, que ainda ocorre entre
primatas ndo humanos e mosquitos nas florestas do sudeste da Asia e Africa Ocidental; e o de
transmissdao urbana, em que cada um dos diferentes sorotipos da dengue, que emergiram
independentemente de seus progenitores ancestrais, circulam em transmissao inter-humana
continua, gracas ao estabelecimento de populacdes grandes o suficiente para sustentar esse
ciclo (VASILAKIS, 2011).

A Dengue é uma doenca de grande destaque entre as enfermidades reemergentes,
sendo considerada a mais importante devido a sua significativa morbimortalidade associada
(ROCHA, 2011). E uma arbovirose extremamente disseminada, estando presente em diversos
paises, com pelo menos 50 milhdes de casos estimados anualmente e 2,5 bilhdes de pessoas
sob potencial risco de infeccdo por viverem em paises onde a dengue é endémica

(NASCIMENTO, 2018).
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O virus é inoculado no ser humano através da picada do mosquito vetor infectado,
iniciando sua replicacdo ja nas células do local da picada, células musculares estriadas, lisas,
fibroblastos e linfonodos, para entdo se disseminar pelo corpo circulando livremente no
plasma sanguineo ou no interior de algumas células do sangue, com preferéncia pelas
fagocitdrias que sdo seu maior sitio de replicacdo (OLIVEIRA, 2012; MELO, 2014).

No Brasil, a Dengue passou a ter importancia epidemiolédgica apds a primeira onda
epidémica, iniciada em 1986 no Rio de Janeiro que se estendeu pelo territério do pais até o
Nordeste. A introdugdo dos quatro sorotipos presentes no Brasil geralmente estava associada
a uma onda epidémica (MEDEIROS, 2018). Dados epidemioldgicos recentes, coletados entre
dezembro de 2019 e abril de 2020 pelo Ministério da Saude, indicam 979.764 casos provaveis
no Brasil, sendo: 404 confirmados como casos graves, 4.785 apresentando sinais de alarme e
205 6bitos. No mesmo periodo do ano de 2021, esse niUmero caiu para 348.508 casos
provaveis, podendo a queda ser relacionada tanto com diminui¢cdo dos casos quanto com
subnotificagdo dos mesmos.

Existem, detectados até o momento, 5 diferentes sorotipos da dengue (DENV 1-5) cada
um possuindo entre trés e cinco diferentes gendtipos, sendo que os quatro primeiros
sorotipos compartilham em torno de 65% de seus genomas e apresentam ocorréncia
simultdnea no Brasil (MUSTAFA, 2015; PINHO, 2013).

A infeccdo pode gerar diferentes manifestacdes clinicas possiveis: doencga
indiferenciada, com sintomatologia leve ou assintomatologia; dengue classica; febre
hemorragica; e sindrome de choque da dengue. E importante ressaltar que a infeccio por
gualquer um dos sorotipos promove protecdo vitalicia contra ele, entretanto, aumenta a
probabilidade de manifestacado clinica mais grave em novas infec¢des por sorotipos diferentes
(MONCAYO, 2004). Outros fatores potencialmente agravantes de quadros clinicos sdo: a cepa
infectante do virus, idade do paciente, seu histérico genético e possivel influéncia de género

e nutricdo (VASILAKIS, 2011).

2.3.2 Febre Amarela
A histéria de disseminacdo do YFV acompanha a do A. aegypti, ambos foram

espalhados da Africa para diferentes paises na época da escraviddo, com o virus mantendo-se
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até os dias de atuais enzodtico em florestas tropicais tanto da Africa quanto das Américas
(VASCONCELOS, 2003).

O primeiro isolamento ocorreu em 1927 na Africa Ocidental, mais precisamente no
pais de Gana e até o momento existe apenas um sorotipo reconhecido do virus, entretanto, a
variabilidade genética entre as cepas virais caracteriza sete genétipos diferentes, cinco na
Africa e dois nas Américas, sem informagdes sobre qual deles é mais patogénico que outro
(BONALDO, 2017).

Os primeiros registros que se tem das epidemias causada pelo VFA indicam uma onda
epidémica em 1648 no México e em Guadalupe depois, no decorrer dos séculos seguintes,
epidemias regulares e extremamente alarmantes no Caribe, Américas Central e do Sul, parte
dos Estados Unidos e alguns paises da Europa (ROGERS, 2006). Entretanto, gracas a produgao
de uma vacina eficaz contra o virus em torno de 1930 e as fortes campanhas de vacinacdo, o
ciclo urbano de transmissdao, que ocorre entre mosquito vetor e seres humanos, foi
drasticamente reduzido, mesmo que a transmissao ainda se mantenha, majoritariamente em
seu ciclo silvestre, envolvendo mosquitos vetores e primatas ndo humanos (NORONHA;
CAMACHO, 2017).

Vale ressaltar que, para alguns desses primatas, que sdo potenciais indicadores da
circulacdo do patdgeno, o VFA é altamente nocivo, causando epizootia com intervalos
regulares em regides especificas, eventualmente coincidindo com surtos esporadicos da
doenca em humanos ndo vacinados em dreas rurais (MIR, 2017). Em razdo da
transmissibilidade relevante, no Brasil, o combate ao mosquito precisou ser intensificado no
século XX, visando conter surtos de Febre Amarela e atingindo certo sucesso no combate ao
mosquito entre os anos de 1958 a 1973 (TERRA, 2017).

No Brasil, o VFA causou as primeiras relevantes ondas epidémicas em 1685 e 1849, a
partir dai foram estabelecidas as primeiras normas de campanha contra a doenca no pais,
levando posteriormente a uma melhor organizacdo da defesa sanitaria nacional (COSTA,
2011). De acordo com o histérico epidemioldgico de 1999 a 2016, é apontada uma
mortalidade média de 51,8% dos casos, ressaltando a necessidade de agilidade na
investigacdo e deteccdo dos casos suspeitos, assim como tratamento, acompanhamento e,

principalmente, vacinacdo preventiva (VIEIRA, 2020).
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O processo de infecgdo se inicia apds a inoculagdo do virus através da picada do
mosquito infectado e pode ocorrer de diferentes formas em humanos, macacos e hamster,
por exemplo. Especificamente no homem, o virus é inoculado no hospedeiro através da picada
do mosquito vetor infectado, de onde segue para os linfonodos onde inicia seu ciclo de
replicacdo e, apods a liberacdo dos virions na corrente sanguinea e inicio do periodo de viremia,
ele atinge o figado (LEITE; ERRANTE, 2017).

A resposta imunoldgica ao VFA é ampla e varidvel, apresentando desde quadros
clinicos oligossintomaticos até formas fulminantes (VASCONCELQOS, 2003). A infecgdo pode
causar doenca viscerotrdpica grave, mas, geralmente, apresenta apenas febre subita, cefaléia,
astenia e tontura; agravando-se, pode passar a expressar também nauseas, vomitos, mialgias
e artralgias; e nos piores casos esses sintomas sdo intensificados havendo também presenca
de ictericia, albuminduria, oliguria e hemorragias (KLITTING, 2018).

O monitoramento da Febre Amarela no Brasil é feito anualmente, informagdes
coletadas entre julho de 2019 e abril de 2020 indicam 2.472 mortes suspeitas de macacos, das
quais: 269 foram confirmadas como epizootias por critério laboratorial, 601 foram
descartadas, 378 ainda estdo sob investigacdo e 1.224 foram classificadas como
indeterminadas por impossibilidade de amostragem para diagndstico. Ja a respeito dos casos
humanos, nesse mesmo periodo foram relatados 749 casos suspeitos, com 14 deles
confirmados laboratorialmente e 3 ébitos, sendo que, nenhum dos infectados era vacinado
ainda que hajam servicos de vacinacdo nas 27 Unidade Federativas do pais, com um numero

estimado de 12,8 milhdes pessoas ndo vacinadas (MINISTERIO DA SAUDE, 2020).

2.3.3 Zika

O ZIKV foi isolado pela primeira vez em 1947 de um macaco Rhesus fémea, na Floresta
Zika localizada na Uganda, originando assim o nome do virus (HADDOW, 2012; VASCONCELQS,
2015). Estudos genéticos indicam que ele é originario da Africa e divergiu para trés diferentes
linhagens: a Africana, a Asidtica e a Americana (GUBLER, 2017).

Infecgdes por ZIKV sdo reportadas desde 1960 em regides da Africa e Asia, ainda assim,
a primeira importante onda epidemioldgica ocorreu apenas em 2007 no Estado Federativo da

Micronésia, em seguida se disseminou para algumas ilhas do pacifico entre 2013 e 2014 e
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entdo atingiu as Américas Latina e do Norte em 2015 e 2016, respectivamente (KINDHAUSER,
2016; SONG, 2017).

O ZIKV é transmitido entre mosquitos vetores e primatas ndo humanos em seu ciclo
silvestre e entre seres humanos e vetores em seu ciclo urbano, sendo que, ainda ndo ha
confirmacdes de que os primatas servem como reservatério obrigatdrio no ciclo urbano
(GARCIA, 2018b; SONG, 2017).

Aintroducdo do virus no Brasil ocorreu em 2015, quando foram relatados 31.616 casos
confirmados de infeccdo até o ano seguinte. Dados recentes da incidéncia da doencga
coletados pelo Ministério da Saude apontam, entre dezembro de 2019 e marg¢o de 2020, 7.119
casos provaveis, ainda que nenhum dos casos tenha levado a dbitos nesse intervalo de tempo
exclusivamente. Jd& no mesmo periodo em 2021 esse numero foi para 2.006, sofrendo
influéncia de subnotificacdo em decorréncia de emergéncias pandémicas.

A sintomatologia da Zika é de certa forma inespecifica e muitas infec¢Oes
assintomdticas foram descritas, entretanto, sdo comumente apresentadas: erupcdes
cutaneas, febres, artralgias, mialgias, astenias e conjuntivites; além de descricdes de casos
associados com ictericia, cefaléia, e até mesmo manifesta¢Ges inespecificas como anorexia,
nauseas, vomitos, vertigem e dor retro-orbital (MUSSO, 2015; PINTO-JUNIOR, 2015). Uma
maior preocupacdo a respeito do ZIKV esta relacionada a infeccdo de gestantes pelo virus,
afinal, foi confirmada em 2016 a relagdo disso com a ocorréncia de microcefalias em bebés

(GARCIA, 2018b).

2.3.4 Febre do Nilo Ocidental

O virus do oeste do Nilo foi negligenciado por décadas antes de receber a devida
atencdo apds causar diversas emergéncias epidémicas. Esse é um flavivirus de encefalite
extremamente distribuido geograficamente que foi isolado pela primeira vez na Africa em
1937, durante vigilancia de rotina voltada ao virus da febre amarela. Especificamente na
Uganda, as margens ocidentais do rio Nilo, dando origem ao nome do virus como referéncia
a regido. Mesmo apds a identificacdo viral, ele sé foi associado as epidemias que causava no
inicio dos anos 50 quando foi realizada sua caracterizacdo epidemioldgica (PINTO, 2015; MAY,

2011).
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Ja foram registrados surtos epidémicos em diversos locais do mundo, desde a Russia até os
Estados Unidos, Caribe e Brasil. Ja foi observado como a disseminagdo do virus pode ocorrer
nado apenas rapidamente, mas também de forma preocupante como, por exemplo, quando o
virus foi introduzido na cidade de Nova lorque em 1999 causando 21 mortes humanas antes
de se espalhar para os outros estados americanos e chegando a causar, em 2010, 57 mortes
e 629 manifestagdes neuro invasivas da doenga dentre os mais de mil casos registrados (SILVA,
2016).

A infeccdo pelo WNV em humano é geralmente subclinica, poucos dos pacientes
infectados desenvolvem sintomas da presenca do virus no organismo. Os sintomas sdo
basicamente: quadro febril, dores de cabeca, musculares e nos olhos, além de ndauseas,
vomito, fadiga, manifestacGes cutaneas e até mesmo encefalite, mas podem se agravar em
pacientes imunocomprometidos. Ainda que majoritariamente a sintomatologia ndo seja
grave, ha evidéncias de que a infecgdo por esse virus, de forma crénica e persistente, pode
causar problemas ao paciente por até sete anos (GUIMARAES, 2021; MURRAY, 2010).

O WNV esta presente no Brasil desde, pelo menos, 2011, de acordo com evidéncias
sorolégicas coletadas no Pantanal Mato-grossense. Trabalhos confirmaram a circulagdo do
virus em larga escala no pais, ainda quando era observada uma auséncia de casos clinicos.
Apenas alguns anos depois, em 2014, o primeiro caso em humanos foi registrado (OMETTO,
2013; SILVA, 2016; VIEIRA, 2015).

Levando em consideracdo o histérico do virus, que causou um surto de encefalite
humana nos Estados Unidos, é demonstrada a necessidade de monitoramento da expansao
do agente etioldgico no Brasil a fim de evitar quaisquer casos semelhantes no futuro. Por isso
sua identificacdo se torna um assunto relevante, assim como é o caso de todas as outras

arboviroses aqui citadas.

2.4 Diagnésticos laboratoriais das arboviroses

A forte semelhanca sintomatoldgica das infeccbes aqui estudadas pode levar a
complicacdes na identificacdo exclusivamente sintomdtica da doenca, afinal, como
apresentado anteriormente, ainda que elas possuam outros sintomas particulares que
possam as diferenciar de certa forma, ainda ha problemas que impossibilitam a diagnose

confidvel. Isso agrega extrema importancia a necessidade de andlises laboratoriais, ndo
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apenas para complementar, mas para conferir fundamentagdo para um diagndstico mais
preciso de qual virus em especifico esta causando a enfermidade (MEDEIROS, 2018).

A diagnose viroldgica engloba diferentes métodos de deteccdo da infeccdo e a
eficiéncia deles interfere diretamente ndo apenas nas questdes clinicas, mas também quanto
ao monitoramento e controle das doencas. Uma grande diversidade de métodos foi
desenvolvida como, por exemplo, o uso de camundongos inoculados com os virus, que para
eles sdo letais, apresentando a desvantagem dos altos custos de mantimento de biotérios e
longo tempo de isolamento. Outro método seria o isolamento em cultura celular que, além
das desvantagens ja citadas no método anterior, também requer a realizacdo da técnica
repetidas vezes (TERZIAN, 2008).

Considerando a complexidade desses métodos, outros tipos de diagndsticos
laboratoriais se mostram mais promissores. Eles podem ser realizados de diferentes formas,
seja diretamente, através de isolamento viral e testes moleculares, ou indiretamente, através
de métodos soroldgicos. Dentre os testes sorolégicos podem ser citados ensaios de
neutralizacdo e fixacdo de complemento, inibicdo da hemaglutinacdo (HI), deteccdo viral por
imunofluorescéncia e deteccao de antigeno viral por teste ELISA, sendo HI e ELISA os métodos
mais empregados e recomendados (PINHO, 2013).

HI é uma técnica rapida e de facil execucdo que consiste em avaliar a capacidade de
inibicdo de anticorpos a hemaglutinacao, entretanto, exige uma qualidade de amostra colhida
em fases especificas da infeccdo que ndo é facil de obter. Além disso, as amostras soroldgicas
precisam ser testadas em pares com um intervalo de pelo menos 7 dias entre elas e ainda
assim ndo apresenta capacidade de distinguir infeccdes de flavivirus (TERZIAN, 2008; SOUZA,
2019).

Ja o teste ELISA realiza a deteccdo de Imunoglobulinas e apresenta as mesmas
vantagens de ser um método facil e rdpido que, além disso, é capaz de ser utilizado num
grande numero de amostras. Entretanto, quando se trata dos flavivirus ha o problema da
reacdo cruzada entre os anticorpos especificos para diferentes virus, isso pode levar a
complicacdes no diagndstico das doencas (LIMA-CAMARA, 2016; TERZIAN, 2008; SOUZA,
2019).

No geral, os testes sorolégicos s6 podem ser realizados alguns dias apds o inicio da

manifestacdo da sintomatologia, ou seja, sua importancia é mais epidemiolégica do que
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clinica, além de ndo serem capazes de identificar o sorotipo especifico do virus (DIAS, 2010).
Além disso, vacinas virais como a da febre amarela também sdo apontadas como fatores
prejudiciais na eficiéncia dos testes sorolégicos (BORGHETTI, 2018).

Nesse momento o desenvolvimento das técnicas moleculares passa a possibilitar a
eliminagao dos problemas encontrados nos testes soroldgicos: sensibilidade, especificidade e
tempo, afinal eles detectam sequéncias especificas do genoma viral rapidamente (TERZIAN,
2008). E necessario pontuar que os testes moleculares ndo seriam um fator excludente dentro
da diagnose, afinal, ja foi indicado em estudo que, idealmente, deve-se associar os testes
sorolégicos com os moleculares para garantir uma melhor qualidade diagndstica nas
diferentes fases das infeccdoes (AZEVEDO, 2019). Gragas a essa associacdo entre os testes
passa a ser possivel a utilizacdo correta de cada um deles nas melhores fases de diagndstico:
os testes moleculares na fase aguda para possibilitar a confirmacao diferencial entre os virus
e testes soroldgicos apds esse periodo (SOUZA, 2019).

A rdpida e precisa identificacdo do agente etioldgico de patologias é de grande
importancia para a saude publica. Sem isso, o tratamento dos enfermos pode demorar para
se iniciar, aguardando o diagndstico que, sem a devida acurdcia, pode estar impreciso, tais
fatores levam a potenciais complica¢cdes no tratamento da doenca. As formas mais precisas
de identificagao atualmente sao as andlises moleculares, como, por exemplo, PCR (Reagao em
Cadeia da Polimerase) e suas variacdes, que sdo testes in vitro de replicacdo enzimatica de
regioes curtas de DNA (GARCIA, 2018a).

Esses s3ao procedimentos sensiveis e especificos que podem ser realizados
rapidamente com pequenas quantidades do virus para identificar até mesmo o sorotipo viral.
Os produtos de PCR apresentam a sequéncia genética de uma parte do genoma do virus
isolado do paciente que, através de analises de bioinformatica, é comparada com sequéncias
especificas de nucleotideos que representam os virus para assim confirmar a identificacdo das
espécies, os cédigos de barras (GROCHOCKI, 2016).

Especificamente a PCR em tempo real, uma ferramenta que vem sendo utilizada cada
vez mais em laboratérios desde seu desenvolvimento, é um dos caminhos promissores para a
rapida e precisa identificacdo. Ja foi, inclusive, desenvolvido um teste multiplex de RT -gPCR

chamado kit Biomol ZDC, o que demonstra a possibilidade de utilizacdo de testes moleculares
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na identificacdo de arboviroses mesmo que sejam considerados muito custosos atualmente
(BORGHETTI, 2018).

Levando em consideragdo essa problematica de altos custos financeiros das técnicas
de PCR, uma potencial solucdo para esse problema é o Sequenciamento de Nova Geracao.
Através das técnicas que vém sendo desenvolvidas, através do NGS sera possivel sequenciar
até milhdes de fragmentos massiva e paralelamente, ao invés de um Unico, como no processo
PCR seguido de eletroforese e sequenciamento. Ja existem diversas técnicas que utilizam
diferentes métodos para alcangar o mesmo objetivo: sequenciamento gendmico rapido,
extremamente preciso para identificagdo e que prometem diminuir os custos do
sequenciamento convencional por ter um menor custo por base identificada. Ja é identificado
um decréscimo drastico e continuo do custo de sequenciamento por megabase desde 2004,
guando o valor que girava em torno de mil délares caiu para menos de um, de acordo com a
lei de Moore que relaciona o tempo do desenvolvimento da tecnologia com seu custo, esse
foi um processo extremamente acelerado (FERREIRA, 2019; MALAGA, D. E. R., 2018).

Em meios de contextualizacdo, a primeira geracdo do sequenciamento é o classico
método de PCR seguido de eletroforese e sequenciamento através da tecnologia SANGER. A
segunda geracdo sdo outras técnicas que ainda necessitam da amplificacdo prévia do DNA
através da PCR e a terceira geracdo sdo as plataformas desenvolvidas que dispensam a
amplificacdo prévia, sendo capazes de sequenciar direta e individualmente o cédigo genético.
Essas novas tecnologias visam, além das vantagens ja citadas, superar as limitacdes do
sequenciamento convencional para seja possivel, por exemplo, a implantacao da técnica na
rotina de exames laboratoriais (STROHER, 2018).

Dentre as plataformas de segunda geracao que vém sendo desenvolvidas ao longo dos
anos podem ser citadas a primeira das NGS a ser lancada, uma técnica de pirosequenciamento
chamada 454 e o método Illumina que tem como principio o uso de bridge PCR para criar
agrupamentos cluster que sdo sequenciados apds selecdao por marcadores fluorescentes. Ja
na terceira geracao, se destacam as plataformas PacBio que, através da observacdo de
marcacao fluorescente, possibilita a deteccdo imediata das bases nitrogenadas durante a
sintese do DNA e o método da MinlON que é capaz de realizar sequenciamento direto através

de sinais elétricos (STROHER, 2018).
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Quanto mais essas técnicas se desenvolvem, mais barato e simplificado se torna o
processo de sequenciamento do DNA. Entretanto, ainda que o cddigo genético seja
desvendado através dessas plataformas, ainda sdao necessarias sequéncias de comparagao
padrdo que serdo usadas para realizar a etapa da identificacdo. Essas regiGes génicas sao
chamados de Marcadores Genéticos e possuem algumas categorias: os marcadores genéticos
morfoldgicos, que tem como premissa a capacidade de segregar caracteristicas morfoldgicas
de forma mendeliana; os marcadores genéticos e bioquimicos que utilizam, por exemplo,
metabdlitos secunddrios para realizar a distingdo; os marcadores enzimaticos que foram
pouco utilizados por apresentarem um baixo grau de polimorfismo; e, por fim, os marcadores
moleculares que sdo altamente valorizados por ser capaz de explorar o polimorfismo do
codigo genético através da identificacdo de distingdes diretamente no DNA estudado
(TURCHETTO, 2017).

Independentemente de serem marcadores hibridos, baseados em PCR ou em
sequenciamento, essas regides sdo extremamente importantes no momento da identificacao
e isso pode ser ainda mais especifico quando se utiliza uma regido considerada cddigo de
barras de identificacdo da espécie. O Cédigo de barras de DNA ou DNA BarCode é uma técnica
qgue foi proposta em 2003 e vem sendo desenvolvida desde entdo. Inicialmente a proposta
era um sistema de identificacdo universal utilizando o gene mitocondrial Citocromo Oxidase,
entretanto, nem todos os organismos possuem esse gene ou, sequer, mitocondrias, dessa
forma, esse marcador universal estaria mais ligado a espécies animais. Em vista disso, outras
regioes génicas foram demarcadas como cédigos de barras para outros organismos como, por
exemplo, a regido ITS para alguns microorganismos ou a matK para plantas (HEBERT et al.,
2003; SAMPAIOQ, 2015; SANTOS, 2010).

Visando impactar positivamente setores como, principalmente, a taxonomia, vem
sendo desenvolvida, desde 2004, uma biblioteca virtual que agrega os cddigos de barras que
vem sendo propostos. “The Barcode of Life Data System” é um projeto que realiza a validacao
dos cddigos de barras no banco de dados e a disponibilizacdo dos mesmos, além de servir
como uma ponte entre comunidades cientificas de todo o mundo. A designacao dos barcodes
seguem as premissas de derivar de uma regido génica definida, apresentar padrdes de

gualidade exigidos e se referir a espécies que podem ser revisadas taxonomicamente. Cédigos
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de barras de diversos organismos ja foram propostos, validados pelo sistema e podem ser
facilmente acessados (RATNASINGHAM, 2007).

Se tratando de comunidades microbioldgicas o sistema de BarCODE se apresenta como
algo ainda em desenvolvimento, sem marcadores universais por diversas complicacdes e até
mesmo impossibilidades de se gerar uma sequéncia que consiga segregar todas as espécies.
Dessa forma, ha uma diversidade de regides apontadas como marcadores para as diferentes
comunidades. Como exemplos dos marcadores definidos para esses organismos podem ser
citadas as regides: ITS e COIl para protozodrios; RPB2 e ITS para fungos; COIl e RuBisCO para
algas e 16S e COI para bactérias. Quanto aos virus, ha maiores complicacdes (CHAUDHARY,
2017).

Sendo os seres mais abundantes na Terra, estimadamente dez vezes o nimero de
células existentes, é de se esperar que eles apresentem uma diversidade genética
extremamente ampla e complexa. Por esse motivo, a determinacdo de cédigos de barras
eficientes se torna um desafio ainda maior e poucos estudos apresentaram dados promissores
(PURTY, 2016). Utilizando diferentes métodos foram determinados cdédigos de barras
eficientes para a identificacdo de enterovirus humanos, virus da gripe avidria e virus da lingua
azul que afeta mamiferos de interesse econ6mico como gado, por exemplo (CAO, 2010;
MAAN, 2011; WEI, 2011; YIN, 2011). Além disso, ha também cédigos de barras determinados
para identificacdo dos vetores das doencas estudadas neste trabalho, mas ndo para os virus
causadores delas (SONI, 2017; ZAMORA-DELGADO, 2015).

Dessa forma, a determinacdo de cddigos de barras especificos para os arbovirus em
guestdo neste trabalho poderia vir a facilitar e acelerar seu processo de identificacdo, além de
agregar anadlises de variabilidade genética das estirpes virais. Afinal, a partir de analises
genéticas comparativas pode-se estabelecer correspondéncias entre genes de diferentes
espécies, gerando comparacoes filogenéticas que possibilitam o rastreamento especifico do
processo evolutivo e proximidade taxondmica entre elas (HADDOW, 2012).

Sendo assim, estudos de variabilidade genética e desenvolvimento de andlises
filogenéticas sdo extremamente relevantes para o melhor conhecimento dos virus, agregando
informacgdes essenciais até mesmo no desenvolvimento de terapias ou vacinas contra as
doencas causadas pelos mesmos. Além disso, a identificacdo precisa e veloz de cada um deles

é de grande importancia para a Saude Publica pela necessidade de um diagndstico rapido para
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que, sabendo-se qual é o agente causador da enfermidade precisamente, sejam tomados os
cuidados e realizados os tratamentos adequados das pessoas acometidas pelas doencas

(GROCHOCHI, 2016).

3 METODO
3.1 Obtengdo dos genomas das arboviroses

As sequéncias codantes dos virus foram obtidas através do banco de dados publicos
on line de sequéncias de nucleotideos GenBank® (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) do NCBI
(National Center for Biotechnology Information). As sequéncias de nucleotideos dos
respectivos genomas foram convertidas em formato.txt para melhor andlise e acesso aos
dados obtidos.

Foram selecionadas 1562 sequéncias génicas codantes completas, visando maior
reprodutibilidade e atendimento ao desenho estatistico das andlises moleculares: 203 de
DENV1, 197 de DENV2, 204 de DENV3, 199 de DENV4, 199 de CHIKV, 37 de MAYV, 196 de
ZIKV, 161 de YFV e 176 de WNV. Além disso, foram coletadas outras 10 sequéncias de
adenovirus (HAdV 7), que foi o grupo externo utilizado para realizagdo das analises
filogenéticas. As sequéncias utilizadas foram de virus isolados em diversas partes do mundo

para demonstrar de melhor forma a variabilidade genética dos tipos virais.

3.2 Coleta de dados basicos

Apds a selecao das sequéncias gendmicas das estirpes de cada um dos grupos de virus
(CHIKV, DENV 1-4, YFV, MAYV, ZIKV e WNV) foi realizada a coleta das informacgdes bdsicas a
respeito de cada um dos genomas, sendo elas: tipo viral, codigo de identificacdo da estirpe no
GenBank, local de isolamento do virus, tamanho do genoma, quantidade de CDS’s e ORF’s, e
guantidades relativas das bases nitrogenadas na composicao genomica. Todas essas
informacgdes sdo disponibilizadas diretamente no NCBI e podem ser acessadas no momento
da coleta do genoma. Os dados foram coletados e registrados individualmente para posterior
desenvolvimento de tabelas de sumarizacdo a partir dos grupos virais para possibilitar
comparacdes globais entre cada um dos tipos de virus. O acesso a tabela completa esta

presente nos anexos.
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3.3 Analise genética e filogenética das estirpes virais

Em acesso ao site SMS (The Sequence Manipulation Suite — disponivel no endereco
http://www.bioinformatics.org/sms2/index.html), na opgdo Restriction Digest, que simula a
digestdo das sequéncias inseridas por enzimas de restricdo, foram inseridas as sequéncias de
todas as estirpes virais e verificadas as enzimas que cortam os DNA’s analisados em somente
um ponto. Com isso foi gerado um perfil individual bindrio de auséncia ou presenca de corte
unico.

A partir do langamento desses dados binarios (com o nimero 1 representando a
presenca de corte Unico da enzima de restricdo e a auséncia pelo numero 0) no programa
PAST (Paleontological Statistics Software) (HAMMER; HARPER; RYAN, 2001) foi possivel
analisar a correlacdo e a distancia entre as estirpes, utilizando-se o algoritmo UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) para se determinar o agrupamento
entre as sequéncias das estirpes virais. O eixo Y da interface foi preenchido com o enderec¢o
da estirpe no GenBank e o eixo X com as enzimas de restricdo que cortam o DNA de cada
estirpe somente uma vez.

Além disso, o programa possibilita o encontro de arvores filogenéticas alternativas
guando hda congruéncias na matriz de entrada, associando o grau de variabilidade
intraespecifica e interespecifica a partir da analise das enzimas de restricdo presentes nos
grupos virais. Foi utilizada especificamente a analise multivariavel na opg¢do andlise de
agrupamento (Cluster Analysis) com a medida de similaridade Jaccard que é um indice
especifico para dados binarios para gerar a arvore filogenética.

Foram realizados testes estatisticos para verificar se ha diferencas significativas tanto
na quantidade de nucleotideos entre os tipos virais quanto em termos de ligacdes de bases
nitrogenadas utilizando os valores médios de liga¢cdes AT. Para a realizagdo desses testes foi

utilizado o programa R na interface R Studio (TEAM R CORE et al, 2013; ALLAIRE, 2012).

3.4 Obtengdo de genes adequados para prospec¢ao
Foi realizada uma pesquisa bibliografica para identificacdo de genes de referéncia que
sdo considerados conservados e estaveis em cada um dos tipos de virus. E imprescindivel que

os genes avaliados sejam constantes e ndo altamente mutdveis ou varidveis para possibilitar
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a identificagcdao de sequéncias potenciais a serem definidas como cédigos de barras. Foram

selecionados dois genes para cada grupo viral.

3.5 Alinhamentos das sequéncias de bases nitrogenadas do DNA

As sequéncias de acidos nucléicos dos genes de interesse foram alinhadas
especificamente utilizando o programa BioEdit (HALL; BIOSCIENCES; CARLSBAD, 2011). Os
genes virais selecionados foram devidamente alinhados e geraram uma sequéncia consenso
representativa de todo o grupo analisado. Foi determinado no programa uma equivaléncia
minima de 85% para a realizagdo desse alinhamento. O alinhamento foi feito por etapas;
primeiro, as estirpes isoladas em um mesmo pais foram alinhadas e geraram a sequéncia
consenso representativa da variabilidade genética local, esse processo foi realizado
separadamente para cada um dos tipos virais. Em seguida, as sequéncias geradas de cada um
dos paises foram novamente alinhadas, gerando as sequéncias consenso finais de cada um

dos grupos de virus.

3.6 Realizagdo de BLAST

O BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) foi realizado através do NCBI a fim de
realizar a prospeccdo de sequéncias de acidos nucléicos correspondentes as sequéncias
consenso geradas durante o alinhamento para garantir que ndao houve problemas de alterac¢ao
sequencial. Foi utilizada a otimizacdo de “megablast” para selecdo exclusiva de sequéncias
altamente similares. O cut-off de aceitacdao de sequéncias de bases nitrogenadas foi de, no

minimo, 80% de similaridade.

3.7 Obtengdo dos potenciais cédigos de barras baseados em acidos nucléicos

As sequéncias consenso geradas durante o alinhamento foram langadas no programa
Geneious Prime (KEARSE et al., 2012) da empresa Ibis Biosciences com o intuito de se efetuar
o alinhamento final usando-se a plataforma ClustalW. As sequéncias das varias localidades
foram alinhadas em conjunto para realizacdo da identificacdo de possiveis regidoes curtas (com
uma quantidade minima de bases de 25 pb) e conservadas de bases nitrogenadas candidatas

por analise visual. A sequéncia consenso final individual de cada um dos grupos virais foi
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registrada individualmente e a sele¢do das sequéncias potenciais foi realizada visando

identificar apenas regides com a exata sequéncia de acidos nucléicos sempre que possivel.

3.8 Avaliacao de efetividade das sequéncias candidatas como cédigos de barras

As sequéncias curtas e conservadas identificadas foram entdo utilizadas para
realizacdao de um novo BLAST a fim de avaliar a confiabilidade das sequéncias como cddigos
de barras de DNA e assegurar que sao capazes de discriminar todas as espécies e, se possivel,
até mesmo os sorotipos de DENV. O cut-off novamente foi de, no minimo, 80% de similaridade
e a identificacdo de eficiéncia foi feita através dos valores resultantes de cobertura e

identidade que deveriam atingir o valor maximo de 100%.

3.9 Tradugdo dos genes para modelagem de proteinas

Em acesso ao site SMS (The Sequence Manipulation Suite) foi realizada a tradugdo de
todos os genes através da opg¢do “Translate”. As sequéncias de aminoacidos resultantes foram
entdo registradas separadamente para a modelagem protéica. Esse processo foi desenvolvido
através do site SWISS-MODEL (Disponivel no endereco:
https://swissmodel.expasy.org/interactive). Ele realiza, a partir da sequéncia langada, uma
prospeccdo por proteinas correspondentes no banco de dados e fornece, dentre outros
dados, a identificagdo e o grau de identidade resultantes, assim como a visualizag¢ao interativa
da proteina modelo. Quaisquer modelagens com identificacdo inadequada ou identidade
abaixo de 70% foram descartadas. Por fim, foi identificado em especifico o local da proteina
modelo em que se encontram os cddigos de barras determinados utilizando o mapa protéico

disponibilizado no momento da modelagem.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente, sem realizar quaisquer discriminacdes, foi observada a média geral da
qguantidade de pares de bases dos genes coletados, sendo essa média de 10.868 pb, variando
entre 10.198 e 12.347 pb. As médias individuais que mais se distanciaram desse valor foram
as de CHIKV e MAYV, os Unicos Togavirus aqui estudados. Além disso, apenas esses dois grupos
virais apresentaram mais de uma regido de codificacdo (CDS - coding sequence) e fase de

leitura aberta (ORFs - Open Reading Frames). E necessario pontuar que os virus s30 compostos
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de RNA, porém, o NCBI padroniza a alteragao do cddigo genético para as bases nitrogenadas
encontradas em moléculas de DNA. As informacgdes podem ser observadas com mais detalhes
na tabela 1.

Tabela 1 - Dados basicos sumarizados: média da quantidade de pb de cada tipo viral, quantidade de
ORF’s (Open Reading Frames) e CDS’s (Coding Sequences) que as estirpes apresentaram, porcentagem
média da composicao de ligagcdes AT e CG dos genomas virais.

Virus Média pb CDS's ORF's % Ligacdo AT % Ligacdo CG
DENV1 10603 1 1 53,62 46,38
DENV2 10654 1 1 54,28 45,72
DENV3 10645 1 1 53,79 46,21
DENV4 10614 1 1 53,04 46,96
CHIKV 11792 20u3 2,30u4d 49,14 50,85
MAYV 11370 2o0u3 3 48,92 51,06
WNV 10955 1 1 48,92 51,07
YFV 10916 1 1 50,00 49,98
ZIKV 10775 1 1 48,91 51,09

O tamanho do genoma viral exerce influéncia sobre diferentes caracteristicas como
estabilidade dos virions e dos capsideos, estratégias de organizacdo e replicacdo, interacdo
entre virus e hospedeiro, variacao de exposicdo viral a mutagdes e correlacdes filogenéticas e
evolutivas (CAMPILLO-BALDERAS; LAZCANO; BECERRA, 2015; KENNEDY; PARKS, 2009).

A forma mais simples de explicar essa variacao seria através da filogenia, o que
também deve explicar a diferenca na quantidade de ORF’s e CDS’s. Os Togavirus estudados,
MAYV e CHIKV, sdo compostos por uma quantidade maior de bases nitrogenadas que os
Flavivirus. E importante citar que, levando em consideragdo a regra de Drake que define uma
relacdo inversamente proporcional entre tamanho do genoma e taxa de mutacdo por
nucleotideo, pode-se propor que esses dois virus devem apresentar uma maior estabilidade
em sua composicdo gendmica em relagdo aos outros. Dessa forma, formaram-se expectativas
de que sequéncias conservadas para esses dois grupos virais seriam encontradas mais
facilmente do que para os demais (SANJUAN et al., 2010).

Em relacdo a composicdo génica, foi observada apenas em DENV uma maior

prevaléncia de adeninas (A) e timinas (T), enquanto que os outros tipos virais apresentaram
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uma pequena prevaléncia de citosinas (C) e guaninas (G) ou praticamente equivaléncia entre
os tipos de ligacao.

A expectativa era observar em todos os virus uma maior prevaléncia de adeninas e
timinas do que citosinas e guaninas, em razdo de serem genomas virais dos quais se espera
uma instabilidade relevante. Afinal, a prevaléncia de ligacdes do tipo AT pode levar a uma taxa
de mutacdo mais significativa pela maior fragilidade da ligagdo entre essas bases
nitrogenadas. Essa era uma expectativa natural, afinal genomas virais comumente sdo
considerados muito mutaveis (ANDRADE, 2008).

Entretanto, essa proporcao so foi observada, ainda que em pequena escala, nos
sorotipos do virus da dengue, enquanto todos os outros virus apresentaram quase
equivaléncia entre os dois tipos de ligacdo ou até mesmo quase prevaléncia de CG. Isso
poderia indicar uma tendéncia de mutacdo mais forte em DENV do que nos outros tipos virais
em questdo. Levando em consideragdo a quantidade de sorotipos que o virus da dengue
possui, pode-se apontar essa instabilidade como uma das causas de tanta variacdao no seu
genoma. Com base nisso as expectativas iniciais eram de que haveria certa dificuldade em
encontrar sequéncias conservadas para esses virus. Ainda assim, ndo foi observada diferenca
estatistica significativa em nenhuma dessas caracteristicas, dessa forma, pode-se considerar
gue essa variacdo ndo é suficiente para modificar a estabilidade dos genomas em estudo.

Nao foi observada nem distribuicdo normal dos dados (Shapiro-Wilk normality test; W
=0.792; p-value < 0,05), nem diferenca estatistica significativa entre as estirpes (Kruskal-Wallis
chi-squared = 1480.2, df = 8, p-value < 0,05). Além disso, também ndo foi observada
distribuicao normal da quantidade de pares de bases (Shapiro-Wilk normality test; W = 0.78;
p-value < 0,05) nem diferenca estatistica significativa entre os grupos (Kruskal-Wallis chi-
squared = 1480.2, df = 8, p-value < 0,05). Com a impossibilidade de afirmar quaisquer
tendéncias de facilidade ou dificuldade de se encontrar cédigos de barras baseando-se
exclusivamente nos dados analisados na tabela, foi realizada a andlise através da arvore
filogenética.

A partir dos dados binarios do perfil de corte enzimatico, utilizando as ferramentas
disponibilizadas pelo programa PAST, a proximidade de cada uma das estirpes virais foi
definida a fim de gerar uma arvore filogenética para representar a semelhanca dos perfis. O

coeficiente de correlagdo apresentado foi de 0,8803. Para fins de visualizagdo, a arvore foi
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comprimida e apresentada abaixo através da figura 1, mas pode ser encontrada em sua versao
completa nos anexos.

Figura 1 - Arvore de proximidade gerada a partir do perfil de corte enzimatico das estirpes virais.
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Como esperado, a maior parte das estirpes pertencentes ao mesmo grupo viral
tiveram tendéncia de se apresentar préximas umas das outras, indicando semelhanca entre
estirpes do mesmo tipo viral. Essa era uma caracteristica ja esperada, afinal, ainda que haja
alta variabilidade, estirpes de uma mesma espécie ou sorotipo ainda deverdao apresentar
semelhancas em determinado grau. Ainda assim, foi possivel observar que ha variacdo
suficiente para modificar as estirpes a ponto de seus perfis de corte enzimaticos serem mais
parecidos com o perfil de outras espécies do que o de sua prépria como demonstrado nos
dois grupos de aglomerados de estipes de MAYV que ficaram distantes um do outro e préximo
de flavivirus.

Além disso, CHIKV e MAYV ndo se apresentaram em conjunto, préximos um do outro
em alguma extremidade, quase como um subgrupo separado dos demais, ainda que esse
fosse o esperado em razdo de serem os Unicos togavirus em analise. CHIKV apresentou baixa
variabilidade entre suas estirpes enquanto MAYV praticamente ficou dividido em dois grupos,
como se houvessem dois tipos Unicos de perfil de corte que apresentaram mais proximidade
com DENV e YFV do que com CHIKV. Deve-se levar em consideracdao que, pela pequena
quantidade de estirpes analisadas em relagao as outras espécies, ndo se pode afirmar se esse
padrdo continuaria presente em MAYV com uma quantidade maior de dados na analise. Além
disso, existem dois gendtipos (D e L) de MAYV, que podem ser os dois grupos indicados ainda
que ndo haja registro dos dados a respeito do gendtipo especifico no NCBI (FIGUEIREDO;
FIGUEIREDO, 2014).

O tipo viral com menor variabilidade intraespecifica foi DENV4, que manteve
praticamente todas as estirpes num Unico aglomerado e, ainda que os outros sorotipos de
dengue também tenham apresentado tendéncia a aglomeracdo, foi possivel observar maior
variacdo neles. Dessa forma, gerou-se uma expectativa de encontrar sequéncias bem
conservadas mais facilmente em DENV4 gque nos outros sorotipos. Essa indicacdo de maior
estabilidade poderia ser reforcada pelo fato de que, dentre os sorotipos de dengue, o que
apresentou menor proporcado de ligacdes AT foi justamente o DENV4, dessa forma, numa
maior escala de variacdo e com maiores analises essa diferenca poderia vir a ser significativa.

As estirpes de ZIKV e CHIKV apresentaram um padrao semelhante ao observado em
DENVA4. Isso demonstra claramente como ha outros fatores que influenciam na diferenca de

perfil de corte. Afinal, se dependesse apenas de tamanho do genoma e proporc¢ao de ligacbes
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CG para se manter a estabilidade, todos os virus em questdo deveriam apresentar o mesmo
grau de estabilidade ja que a diferenca entre essas caracteristicas ndo foi significativa. Ainda
assim, é claro o grau de diferenciagao variado nos tipos virais.

Dessa forma, com base na variacdo observada através da arvore, foram criadas
expectativas de encontrar maiores dificuldades no processo de prospeccdo de sequéncias
principalmente para YFV, WNV e DENV1. Baseando-se, exclusivamente, no perfil aglomerativo
ja que foram os grupos que apresentaram maior variacdo. Além disso, pela impossibilidade de
usar como base o tamanho do genoma e a propor¢ao de tipos de ligacdo por falta de diferenga
estatistica significativa, seriam necessarios testes posteriores para identificar fatores de
influéncia nesse quesito.

Definindo-se entdo expectativas de alta estabilidade de DENV4, CHIKV e ZIKV que
potencialmente guiaria para uma maior possibilidade de identificacdo de cédigos de barras
eficientes, foram selecionados os genes para prospecc¢dao. Consultando a bibliografia
disponivel a respeito dos cédigos genéticos de cada um dos tipos virais, buscou-se identificar
as regides que sdo consideradas mais estaveis e constantes. Ainda que os genomas virais
tenham tendéncias mais instaveis e mutaveis que outros tipos de genoma para os quais mais
facilmente se determinam cddigos de barras, é inevitavel considerar que eles possuem genes
qgue apresentem essas caracteristicas.

Por exemplo, genes de codificagdo protéica sdo necessarios para interagcdao com células
hospedeiras, dessa forma, mutacdes deletérias nesses genes podem impossibilitar o ciclo viral
como um todo. Ou seja, ha pressdo de selecdo contra progénies com mutagdes como essa que
reduzem ndo apenas a frequéncia de mutantes como também a producdo de virus num Unico
ciclo de infeccao (SANJUAN et al., 2010).

Dessa forma, sdao nesses genes mais estdveis, teoricamente com maior presenca de
ligacGes tipo CG, que esperava-se encontrar sequéncias fixas que possam ser utilizadas como
identificacdo através do processo de barcoding. Isso foi levado em consideracao na definicao
dos genes selecionados como base para identificagdao das sequéncias de cédigos de barras.

O gene NSP5 é considerado um gene extremamente conservado em todos os
Flavivirus, sendo essa uma regido apontada como alvo potencial ndo apenas para identificacao
viral, mas também da acdo de antivirais. A consulta bibliografica a respeito de estabilidade e

resisténcia de genes também indicou a regido NSP3 para os virus da dengue como um
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potencial marcador, assim como as regides NSP2 e E1 para os Togavirus levando em
consideracdo sua origem e correlacdo evolutiva para fundamentar o grau de semelhanca. As
mesmas caracteristicas foram consideradas para todos os outros genes selecionados. Dessa
forma, dentre os diversos genes que estdo presentes no cddigo genético de cada um dos virus
em analise, esperava-se que as regides selecionadas apresentassem sequéncias conservadas
mais facilmente (ACOSTA-AMPUDIA et al., 2018; DUAN et al., 2017, DUBANKOVA; BOURA,
2019; FUMAGALLI et al., 2019; OLIVEIRA et al., 2014; SOLIGNAT et al., 2009; SCHUFFENECKER
et al., 2006; YOSHII et al., 2012). Os genes selecionados foram sumarizados na tabela abaixo.

Tabela 2 - RegiGes selecionadas para alinhamento e definicdo de sequéncia de potenciais BarCodes.

Gene El NSP2 NSP3 NSP5 prM
Virus CHIKV CHIKV ~ DENV1-4 DENV1-4 YFV
MAYV MAYV WNV YFV ZIKV

ZIKV

WNV

Apds o alinhamento das sequéncias dos respectivos genes de cada uma das estirpes
dos diferentes tipos virais foi necessario garantir que n3ao ocorreram quaisquer erros ou
modificacdes indevidas no processo. Para isso, a realizagdo do BLAST das sequéncias consenso
geradas no alinhamento demonstrou variacdo de cobertura entre 99% e 100%, e de
identidade entre 84% e 100%. Ainda assim, a maior parte dos valores se manteve em 100%
tanto de cobertura quanto de identidade.

Dessa forma confirmou-se que as sequéncias continuaram dentro do padrao esperado
para cada um dos tipos virais, isentos de erros ou modificagdes indevidas. A tabela abaixo
demonstra a variacdo dos valores de identidade e cobertura resultantes do BLAST de cada um
dos tipos virais:

Tabela 3 - Variag¢do das porcentagens de cobertura e identidade resultante do BLAST das sequéncias

consenso.
Virus Regido Cobertura Identidade
El 100% 98 - 100%
CHIKV
NSP2 99 - 100% 99 - 100%

DENV1 NSP3 99 - 100% 95 - 100%
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NSP5 99 - 100% 96 - 100%
NSP3 99 - 100% 94 - 100%

DENV2
NSP5 100% 94 - 100%
NSP3 100% 98 - 100%

DENV3
NSP5 100% 98 - 100%
NSP3 99 - 100% 96 - 100%

DENV4
NSP5 100% 87 - 100%
El 100% 98 - 100%

MAYV
NSP2 100% 97 - 100%
NSP3 99 - 100% 84 - 100%

WNV
NSP5 99 - 100% 84 - 100%
NSP5 99 - 100% 85 -100%

YFV

prM 99 - 100% 93 - 100%
NSP5 99 - 100% 95 - 100%

ZIKV
prM 100% 99 - 100%

Faz-se necessario apontar a alta taxa de cobertura e identidade resultante do BLAST
de prospeccao das sequéncias-consenso geradas pelo alinhamento desses genes. Ainda que
tenha sido observada variacdo, a maior parte dos grupos virais e os respectivos genes
analisados sequer se aproximaram do valor minimo (80%) definido para aceitagdo das
sequéncias e todos mantiveram correspondéncia com seu tipo viral. Sé foi possivel observar
valores abaixo de 90% em DENV4, WNV e YFV. Demonstrando que os consensos gerados pelo
alinhamento chegaram a se diferenciar um pouco das sequéncias na base de dados de
realizacdo do BLAST, mas ndo o suficiente para desvalidar nenhuma delas.

E preciso levar em considerac3o a ideia de que hd outros fatores influenciando a baixa
de valor nesses tipos virais. Afinal, em DENV4, por exemplo, esperava-se uma estabilidade
elevada com base em seu padrdo filogenético apresentado pelo perfil de corte enzimatico.
Ainda assim, a variabilidade das sequéncias utilizadas gerou consensos com valores de
identidade menores que o esperado para esse tipo viral.

Através do alinhamento dessas sequéncias-consenso geradas foi iniciada a prospeccao
dos potenciais cédigos de barras. A variacdo de comprimento dos genes selecionados para

analise foi de 493 a 2791 pb. Ao levar em consideracdo a amplitude dimensional que os genes
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virais podem ter, de menos de mil pares de bases até mais de milhdes, é possivel considerar
gue o genoma de seus hospedeiros é ainda maior, dessa forma, relativamente, os genes virais
sao menores que de outros organismos (CAMPILLO-BALDERAS; LAZCANO; BECERRA, 2015).

O primeiro codigo de barras a ser proposto foi um fragmento de 648 bp do gene
mitocondrial (Citocromo Oxidase 1) para identificacdo de animais. A partir dessa proposta,
outras regides génicas foram apontadas como marcadores de identificagdo para diferentes
organismos. Esse tamanho de fragmento ja é maior que o gene prM, por exemplo, que sequer
chegou a 600 pb. Tendo isso em vista, o tamanho que os cddigos de barras de identificacao
normalmente apresentam parece ser invidvel quando aplicado a comunidade viral (COISSAC
etal, 2016; HEBERT et al., 2003).

Os mini-barcodes tornam-se entdo mais apropriados para a identificacdo viral, afinal,
as sequéncias podem ter de menos de 100 pb até pouco mais de 300 pb. Com base nisso, a
prospecg¢do por regides conservadas em todas as sequéncias consenso gerou uma variedade
consideravel de sequéncias candidatas, ultrapassando as expectativas. Esperava-se que, com
base nos fatores citados como variabilidade genética, exposicdo a mutacao e instabilidade
génica, encontrar fragmentos altamente conservados em todas as sequéncias fosse ser um
grande desafio (HAJIBABAEI; MCKENNA, 2012).

Foram identificadas, no total, noventa e duas sequéncias candidatas. Ainda assim, é
necessario pontuar que a maior parte delas foi desconsiderada no momento de validacdo
através da avaliacdo da eficiéncia de identificacdo das mesmas pelo do BLAST final. Os critérios
mais rigidos do BLAST final eliminaram quaisquer sequéncias que ndo apresentassem 100%
tanto de cobertura quanto de identidade além, obviamente, da correspondéncia a seu grupo
viral. Essa eliminacdo massiva de sequéncias seguiu as expectativas, tendo em vista os desafios
de definicao de cédigos de barras para virus em razdo das caracteristicas genéticas apontadas
anteriormente. As sequéncias ndo eliminadas, ou seja, as que apresentaram capacidade de
identificar com sucesso e precisamente seus respectivos tipos virais sdo apresentadas na
tabela 4.

Tabela 4 - Sequéncias de identifica¢do finais de cada um dos tipos (cddigos de barras).

Virus Gene BarCODE 1 BarCODE 2

TACGAACACGTAACAGTGATCCCGAACAC
CHIKV  E1 AAGCTCCGCGTCCTTTACCAAGGAAA
GGTGGGAGTACCGTATAAGACTCT



DENV

DENV

DENV

DENV

MAYV

WNV

YFV

ZIKV

NSP2

NSP3

NSP5

NSP3

NSP5

NSP3

NSP5
NSP3

NSP5

El

NSP2

NSP3

NSP5

NSP5
prM

NSP5

prM

CAGTGCGGCTTCTTCAATATGATGCAGATG
AAAGT

CTTCCAGCCATAGTCCGTGAGGCCATAAAA
AG

TGGGTTTCATGTGGAACAGGAAACATTGT
GTC

CCATTTCCTCAGAGCAATGCACCAAT

GGGAACATAGTGTCATCAGTGAACATGAT
TTCAAG

CGTGAAAAAAGATCTGATTTCATACGGAG
GAGGATGGA

GCCACAGGCTCAGCCTCCTCCATGATAAAT
GGAGTCGTGAAACT

CCCCAGAGCAACAGCCCAATAGAAGA
CCATACAGAACCTGGGCGTATCATGG

AATCAGACTGTCGAGGCGTATGTGAACGG
TGACCATGCCGTAACGATTGCCGGGACGA
AGTT

CACGAAGTCATGACAGCCGCTGCATCCCA
GGGG

TGGAAATGAGATCGTTGATGTCATGTGCC
ATGCCAC

TCTCCAGGGGCTGGATGGAATGTGCGCGA
CAC

CTTGTGTGTACAACATGATGGGGAA
X

ACCTGGTCAATCCATGGAAAGGGAGAATG
GATGAC

X
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TCGTTGCATTACGAAGGCAAAATGCG
CAC

GGGGAAAGGAACAACCAGGTGTTGG
AGGAGAACATGGACGTGGAGAT

AAAACATGGGCCTATCATGGATCATAT
GAGGT

GCTGAGAGGGTTATAGACCCCAGACG

GCTGTGTCGCGAGGCTCAGCAAAACT
GAGATGGTTCGT

CAAAGGAGAGGGAGAGTTGGCAGGA
ACCCACAAAA

ATGATGGGCAAGAGAGAGAAGAAAC
TTGGAGAGTTTGGCAAAGC

X
X

TCGACCGCATCAGCCGCCCCTTCCTTC
ATAGTATCCGTCTGCAGCTC

GGAGATCCCTGGATCAAAACTTTGAG
CAACAT

GTTTGGTTTGTTCCAAGTGTGAAAATG
GGAAATGAGA

TGGATTGAGGAGAATGAGTGGATGG
AAGACAAAAC

ATGGAAATGACATACAAGAACAAAGT
X

AGAGTGTGGATTGAGGAGAACGACC
A

X

Legenda: X indica que ndo foi possivel estabelecer o BarCODE.

Foi demonstrado que, diferentemente do que a bibliografia indica, o gene prM nao

apresentou estabilidade e conservacdao suficientes para gerar qualquer sequéncia de

identificacdo. Dentre os fatores que diferenciam esse gene especificamente dos demais, o

comprimento é o que pode mais facilmente ser apontado, afinal, é o Unico com

aproximadamente 500 pb, todos os demais sdo compostos por, no minimo, 2000 pb. Dessa
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forma, é possivel supor que, ainda que a quantidade de pares de bases ndao tenha exercido
influéncia estatisticamente significativa no genoma completo, talvez avaliando-se o tamanho
dos genes essa diferenca seja mais relevante. Ainda assim, para afirmar essa influéncia seriam
necessarias analises posteriores.

De qualquer forma, foi possivel a aprovacdo de uma pequena parcela das sequéncias
de identificagdo candidatas iniciais, o suficiente para demonstrar a viabilidade de identificacao
de cédigos de barras eficientes para comunidades virais. Os cddigos de barras definidos foram
capazes de apresentar alta capacidade de identificagdo e, tendo em vista o constante
desenvolvimento de técnicas moleculares e seus diferentes usos, podem ser utilizados,
também, para diferentes propdsitos, desde identificacdo e taxonomia até uso no estudo e
desenvolvimento de antivirais e terapias génicas, por exemplo.

Uma vez identificados os cédigos de barras, objetivou-se definir em que local ele estd
localizado dentro da proteina codificada pelo gene onde a regido de identificacdo se encontra.
Para isso foi realizada a modelagem proteica dos genes aqui estudados e posterior localizagao
da regido de identificacdo. As proteinas codificadas geradas durante o processo de
modelagem podem ser visualizadas na Tabela 5.

Tabela 5 - Gene utilizados na modelagem de proteinas, grupos funcionais resultantes da prospecc¢ao

e identidade perspectiva das sequéncias génicas com a proteina modelo.

Virus Gene Identificagao Identidade

E1 glycoprotein Electron Cryo-Microscopy Of
CHIKV El . 96,13 - 100 %
Chikungunya VLP

Protease nsP2 Crystal structure of nsP2 protease from
CHIKV NSP2  Chikungunya virus in P212121 space group at 2.59 A 97,20- 100 %
(4molecules/ASU).

Serine Protease/NTPase/Helicase NS3 A Second
DENV1 NSP3  Confirmation of the NS3 Protease-Helicase from 76,05 - 76,54 %
Dengue Virus

RNA-directed RNA polymerase NS5 Crystal structure
DENV1 NSP5 . 81,41-81,97%
of full-length NS5 from dengue virus type 3

Serine Protease/NTPase/Helicase NS3 A Second
DENV2 NSP3  Confirmation of the NS3 Protease-Helicase from 76,54 -77,35%
Dengue Virus

DENV2 NSP3  Peptidase S7 Crystal structure of full length NS3 76,86 - 77,67 %



DENV2

DENV3

DENV3

DENV3

DENV3

DENV4

DENV4

DENV4

DENV4

MAYV

MAYV

WNV

WNV

YFV

NSP5

NSP3

NSP3

NSP5

NSP5

NSP3

NSP3

NSP5

NSP5

El

NSP2

NSP3

NSP5

NSP5

protein (eD4NS2BNS3) in complex with Bovine
Pancreatic Trypsin Inhibitor

NonStructural Protein 5 Dengue Virus Nonstructural
Protein 5

Peptidase S7 Crystal structure of full length NS3
protein (eD4NS2BNS3) in complex with Bovine
Pancreatic Trypsin Inhibitor

Serine Protease/NTPase/Helicase NS3 A Second
Confirmation of the NS3 Protease-Helicase from
Dengue Virus

RNA-directed RNA polymerase NS5 Crystal structure
of full-length NS5 from dengue virus type 3

Genome polyprotein Dengue 3 NS5 protein with
compound 27

Peptidase S7 Crystal structure of full length NS3
protein (eD4NS2BNS3) in complex with Bovine
Pancreatic Trypsin Inhibitor

Serine Protease/NTPase/Helicase NS3 A Second
Confirmation of the NS3 Protease-Helicase from
Dengue Virus

Genome polyprotein Dengue 3 NS5 protein with
compound 27

NonStructural Protein 5 Dengue Virus Nonstructural
Protein 5

Structural polyprotein Crystal structure of the
homotrimer of fusion glycoprotein E1 from Semliki
Forest Virus.

Helicase Viral helicase protein

Flavivirian Protease NS2B Regulatory SubUnit,
Flavivirin Protease NS3 Catalytic SubUnit Crystal
Structure of the NS3 Protease-Helicase from Murray
Valley Encephalitis Virus

Polyprotein Crystal Structure of the full-length
Japanese encephalitis virus NS5

Genome polyprotein Crystal structure of Yellow fever

virus polymerase NS5A

96,33-99,67 %

79,38 - 80,03 %

78,90 - 79,55 %

98,54 -99,10 %

98,21-99,55 %

97,57 -99,84 %

97,25-99,19 %

76,52 -77,30%

74,39-75,61 %

75,06 - 75,06 %

76,03 -76,67 %

79,25 - 80,39 %

80,75-81,42%

94,80 - 99,89 %
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Genome polyprotein Crystal structure of Zika Virus
ZIKV NSP5 . 95,55 - 100 %
NS5 protein

E necessario levar em consideracdo que o banco de dados utilizado para a realizacio
da modelagem de proteinas é limitado e pode nao possuir a proteina do virus correto. Em
vista disso, faz-se necessario utilizar o modelo mais semelhante possivel como o virus
codificado de um outro virus pertencente a mesma familia ou género.

Dentro dos grupos funcionais, ou seja, das proteinas codificadas, se encontra a regido
codificada pelos cédigos de barras previamente definidos, totalizando 30 barcodes. A
localizagdo dessas regides foi realizada com o objetivo de possibilitar uma observacgao visual
dos resultados obtidos. Foram destacadas especificamente as regides onde os cddigos de
barras se encontram em suas respectivas proteinas. Serdo apresentados nas figuras abaixo

um barcode representante de cada grupo viral, mas todos estdo disponiveis nos anexos.

Figura 2: CHIKV - E1 - BarCODE 1




Figura 4: DENV2 - NSP5 - BarCODE 2
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Figura 7: WNV - NSP5 - BarCODE 1
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Os cdodigos de barras identificados, como apresentado e justificado previamente,
ficaram menores do que o padrao, afinal, o comprimento de sequéncias em torno de 500 pb
foi definido para espécies animais e pode ser um fator desfavoravel no processo de
identificacdo de cédigos de barras virais. Dessa forma, as sequéncias curtas em regides pouco
mutdveis parecem ser mais apropriadas para os organismos em questdo neste trabalho.
Afinal, foram observados valores elevados tanto de cobertura quanto de identidade que

indicam a eficiéncia dessas sequéncias no processo de identificacdo.

5 CONSIDERAGOES FINAIS

Foi possivel propor cédigos de barras para todos os grupos virais com altos valores de
confiabilidade. Cada um dos grupos virais apresentou, pelo menos, dois diferentes cddigos de
barras de identificacdo. Esses marcadores possibilitam a identificacdo imediata apds
sequenciamento de quaisquer um dos virus analisados. Além disso, uma taxa elevada de
precisdo, acurdcia e especificidade, quando comparados com os métodos convencionais de
identificagdo. Assim como, consequentemente, fazer parte do crescimento do sistema de
cddigos de barras para comunidades a fim de que este deixe de ser um tdpico estagnado no
desenvolvimento cientifico.

Ainda faz-se extremamente necessaria a expansao do conhecimento a respeito de
codigos de barras de comunidades virais para que, além dos grupos aqui analisados, sejam
determinados marcadores para diversos outros. Para isso, é preciso definir quais s3ao os
fatores especificos necessarios para a definicdo de marcadores de identificacdo. Estudos
futuros poderiam avaliar de forma mais detalhada os fatores que influenciam a estabilidade
genética viral para definir os genes potenciais de identificacdo com maior facilidade, por
exemplo.

O desenvolvimento cada vez mais impactante de técnicas de NGS que podem ser
usadas em conjunto com os codigos de barras aqui propostos, por exemplo, pode ser um forte
aliado na identificacdo extremamente rapida e precisa desses patdgenos. Utilizando-se de
corretas aplicacbes podem-se gerar impactos positivos em diversos setores, desde a

epidemiologia e taxonomia até a prépria saude publica.
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Apéndice C: Localizagdao dos cddigos de barras nas proteinas modeladas.
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Figura 2: CHIKV - E1 - BarCODE 1

Figura 10: CHIKV - E1 - BarCODE 2




Figura 14: DENV1 - NSP5 - BarCODE 1

Figura 15: DENV1 - NSP5 - BarCODE 2
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Figura 16: DENV2 - NSP3 - BarCODE 1

Figura 17: DENV2 - NSP3 - BarCODE 2




Figura 19: DENV3 - NSP3 - BarCODE 1
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Figura 20: DENV3 - NSP3 - BarCODE 2

Figura 21: DENV3 - NSP5 - BarCODE 1

Figura 22: DENV3 - NSP5 - BarCODE 2

DENV4 - NSP3 - BarCODE 2

Nao foi determinado um segundo cédigo de
barras para o DENV4 utilizando o gene NSP3.




Figura 23: DENV4 - NSP5 - BarCODE 1
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DENV4 - NSPS5 - BarCODE 2

Nao foi determinado um segundo cédigo de
barras para o DENV4 utilizando o gene NSP5.

Figura 24: MAYV - E1 - BarCODE 1

Figura 25: MAYV - E1 - CarCODE 2

Figura 6: MAYV - NSP2 - BarCode 1




Figura 27: WNV - NSP3 - BarCODE 1

Figura 28: WNV - NSP3 - BarCODE 2
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YFV - prM - BarCODE 1

N3o foram determinados cédigos de barras
para o YFV utilizando o gene prM.

YFV - prM - BarCODE 2

N3do foram determinados cédigos de barras
para o YFV utilizando o gene prM.




Figura 31: ZIKV - NSP5 - BarCODE 1

Figura 9: ZIKV - NSP5 - BarCODE 2
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ZIKV - prM - BarCODE 1

N3o foram determinados cédigos de barras
para o ZIKV utilizando o gene prM.

ZIKV - prM - BarCODE 2

N3do foram determinados cddigos de barras
para o ZIKV utilizando o gene prM.




