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RESUMO

Os insetos apresentam a capacidade de agir como vetores de arbovirus que séo
transmitidos a hospedeiros vertebrados. Recentemente, a transmissdo de arbovirus
por mosquitos, como virus da Dengue e Zika, tornou-se foco de estudos. Durante
epidemias, o0s insetos podem ser expostos a multiplas infecgcbes pelo mesmo
arbovirus ou outros distintos sendo que a interacdo dos arbovirus com o sistema
imune do inseto vetor é determinante para transmisséo ao hospedeiro. Os insetos ndo
apresentam imunidade adaptativa e dependem das repostas imunes inatas como
mecanismo imune contra patégenos. No entanto, a exposi¢cdo prévia de moscas
Drosophila malanogaster a bactérias e parasitos induzem um mecanismo de protecao
contra uma infecgéo subsequente. Este fendmeno de memoria imunologica associado
as repostas imunes inatas é referido como primagem imune. Em nosso trabalho,
utilizamos Drosophila como modelo de inseto para avaliar os efeitos de primagem
gerados por infec¢des virais e identificar os mecanismos moleculares envolvidos neste
efeito. Em nosso modelo, nos utilizamos os virus VSV (Vesicular stomatitis virus) e
SINV (Sindibis virus) por apresentarem estratégias de replicacdo distintas. Nés
verificamos que uma previa infeccdo pelo VSV interfere negativamente sobre uma
infeccéo viral homdloga, mas ndo em uma infeccéo heterdloga. Observamos também
gue virus inativados ndo induzem o efeito de primagem de maneira consistente.
Diferentemente, a infeccéo primaria pelo virus vivo interfere fortemente com a infec¢ao
secundaria. Como a replicacao viral € importante para mediar o efeito de interferéncia,
um intermediario de dupla fita de RNA (dsRNA) poderia ser o principal ativador deste
efeito. O tratamento prévio com dsRNA complementar a sequéncias de genes
essenciais do VSV e SINV inibiu significativamente a replicacdo de um virus em uma
infeccdo subsequente. NOs também utilizamos um dsRNA complementar as
sequéncias de GFP, um gene reporter expresso nos virus transgénicos, VSV-GFP e
SINV-GFP, mas dispensavel para a replicagdo viral. O tratamento prévio com dsGFP
nao interferiu com a replicacdo de ambos os virus, indicando que o RNA genémico
nao é diretamente silenciado pelos siRNAs em AGO2 e sim outras espécies de RNA,
como transcritos. Moscas deficientes para a via de siRNAI foram capazes de controlar
areplicacéo viral apos ainfecc¢do primaria pelo VSV, assim como as moscas controles.

Assim, o efeito de interferéncia observado por nds provavelmente ndao constitui um



mecanismo de primagem imune inata e sim um mecanismo de competi¢cdo viral.
Apesar de nao identificarmos a primagem antiviral, nosso modelo nos permitiu

caracterizar uma parte importante do silenciamento da via de siRNAI.

Possivelmente, o mecanismo de inibicdo da replicacdo de virus de RNA por AGO2
seja mediado pelo silenciamento de transcritos virais e ndo pelo silenciamento do RNA
gendmico em insetos. O estudo da biologia molecular do principal mecanismo antiviral
de insetos pode ser eventualmente aplicado em novas estratégias para o controle de

arboviroses no inseto vetor.

Palavras-chave: resposta antiviral, primagem imune, via de siRNAs, Drosophila

melanogaster.



ABSTRACT

Insects have the capacity to act as vectors for arbovirus transmission to vertebrate
hosts. In recent years, mosquitoes transmitting arboviruses, such as the dengue and
Zika viruses have become the focus of studies. During an outbreak insect can be
expose to multiples infections by the same arbovirus or other distinct species.
Arbovirus may interact with the immune system of the vector for efficient transmission
to host. Insects lack adaptive immunity and rely exclusively on innate immune
mechanisms. Nevertheless, previous exposure to bacteria and parasites can increase
protection to a subsequent challenge in insects and other invertebrates. This
phenomenon of memory associated with the innate immune system has been termed
immune priming. Here we used Drosophila melanogaster as an insect model to
evaluate the priming effect generated by viral infections and identify molecular
mechanisms involving on this effect. In our model, we chose Vesicular stomatitis virus
(VSV) and Sindibis virus (SINV) because they have distinct strategies of replication.
We reported that primary infection by VSV can negatively interfere with secondary
infection by the same virus, but not to a different one. Inactived virus did not induces
consistently priming effect. In contrast, first infection by live virus strongly interferes
with virus from second infection. Since thet viral replication is essential to promotes
interference effect, we thought that dsRNA could be the main trigger of this
phenomenon. A prior treatment with dsSRNA corresponding to essential genes for VSV
and SINV strongly inhibits their replication. We also used dsRNA corresponding to the
GFP sequence, a reporter gene that is present in the transgenic viruses, VSV-GFP
and SINV-GFP, but is dispensable for virus replication. Prior treatment with dsGFP did
not interfere with both virus replication. This indicates that the RNA genome is not
directly silenced by siRNAs onto AGO2, and others RNA species may be the targets,
like transcripts. siRNAIi deficient flies were still capable of controlling second virus
replication after primary infection by VSV. This result suggested that interference effect
is not a kind of innate immune priming and is likely a viral competition. Although we did
not detect immune priming in flies, our model allows us to characterize the silencing
step of siRNAI pathway. Itis possible that the inhibitory mechanism by AGO2 to control
RNA virus infection in insects is mediated by silence of viral transcripts rather than viral

genome. The study of molecular biology of the main antiviral response in insects can



be eventually used to design new strategies for arbovirus controlling in the insect

vector.

Keyworlds: antiviral response, imune priming, SiRNAs pathway, Drosophila

melanogaster.
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1. INTRODUCAO

Os insetos representam o grupo mais diversos de animais, compreendendo
aproximadamente 70% de todas as espécies (Misof, Liu et al. 2014). A vasta
diversidade permite com que os insetos sejam alvos de estudos em diferentes
contextos e tenham a mais variada importancia para a espécie humana. Um destes
casos é a capacidade que varios insetos tém de agir como vetores para a transmissao
de patégenos a plantas, humanos e outros animais. (Misof, Liu et al. 2014, Marques
and Imler 2016). Assim, o estudo das interacBes virus-insetos, pode prover
informacgdes sobre os mecanismos antivirais, sejam eles conservados ou divergentes

entre outros organismos (Martins, Imler et al. 2016).

Ao longo das suas vidas, os insetos podem interagir com diferentes tipos virais,
sem necessariamente interferir com o fitness do hospedeiro (Kanthong, Khemnu et al.
2010). Neste cenario, as infec¢cdes virais tornam-se persistentes, uma vez que nao
séo eliminadas pelo sistema imune do inseto vetor. Um exemplo da interacdo virus-
inseto, sdo as arboviroses transmitidas primariamente por mosquitos. Nos ultimos
anos, os arbovirus expandiram globalmente com aumento do nimero e frequéncia de
epidemias, como € caso do virus da Dengue, virus da Zika e mais recentemente, 0
virus da febre amarela no Brasil. Durante as epidemias o inseto vetor pode ser exposto
a infeccbes multiplas pelo mesmo arbovirus ou outro distinto, levando a ativacdo de

mecanismos imunes que controlam a infecgao viral, sem necessariamente elimina-la.

A imunidade inata compreende o principal mecanismo imune de insetos, assim
como nos demais invertebrados. As respostas imunes inatas sdo rapidamente
ativadas ap6s uma infeccao e, em geral, tem pouca especificidade e auséncia de uma
memoria imunoldgica (Netea, Quintin et al. 2011). No entanto, alguns trabalhos ja
demonstraram a existéncia de um aumento da resisténcia a infec¢cdes secundarias
ap6s uma prévia exposicdo em insetos. Em 2010, Rodrigues e colaboradores
demonstraram que a exposicdo prévia ao Plasmodium em mosquitos Anopheles
gambiae, conferiu imunidade contra uma subsequente infeccdo pelo mesmo
patégeno, na presenca da microbiota (Rodrigues, Brayner et al. 2010). Esta imunidade
€ dependente de um fator de diferenciacdo de fagocitos circulantes liberados na
hemolinfa, o complexo de Lipoxina / Lipocalina (Ramirez, de Almeida Oliveira et al.

2015). Os fagocitos também mediaram protegdo contra Streptococcus pneumoniae
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em moscas desafiadas com uma dose sub-letal da mesma bactéria (Pham, Dionne et
al. 2007).

O termo “imunidade treinada” ou “primagem imune inata” se refere a um
aumento temporario das respostas imunes inatas apos o primeiro estimulo por um
determinado patégeno, o que leva a protecdo do organismo contra uma infeccéo
secundaria (Netea, Quintin et al. 2011). Neste caso, a memoria se difere da memdria
classica adaptativa, representada principalmente pela expanséao clonal e especifica
de células T e B. J& a memoéria da imunidade treinada se refere ao aumento das
respostas imunes que o organismo desenvolve mediante a infec¢éo prévia contra uma
re-infeccao, sendo esta resposta especifica ou ndo a infec¢éo primaria (Netea, Quintin
et al. 2011, Quintin, Cheng et al. 2014).

A mosca da fruta, Drosophila melanogaster, tem sido um importante modelo de
estudo da imunidade inata desde o inicio dos anos 90 (Hoffmann, Kafatos et al. 1999).
Mais recentemente, este modelo também foi utilizado para avaliar a primagem imune
antiviral em insetos. Em 2009, Saleh e colaboradores observaram a diminuicdo da
replicacéo do virus SINV (Sindbis virus) em moscas, ao introduzirem um dsRNA (do
inglés, double-strand RNA) complementar a sequéncias do virus. Este efeito de
protecdo nao foi observado na auséncia da via de RNAIi (RNA de interferéncia), o
principal mecanismo antiviral de insetos. Neste mesmo trabalho, foi proposto um
carater sistémico da via ao hipotetizarem que o dsRNA gerado durante a infeccéo viral
seria capaz de entrar em uma célula néo infectada, apos a lise das células infectadas.
O dsRNA seria processado pela via de RNAI e protegeria a célula ndo infectada contra
uma infeccéo subsequente pelo mesmo virus (Saleh, Tassetto et al. 2009). Estruturas
similares a nanotubos parecem estar relacionados com a transferéncia de dsRNA e

componentes do maquinario da via de RNAI entre células (Karlikow, Goic et al. 2016).

O papel da via de RNAi também foi alvo de estudos recentes sobre a primagem
imune contra virus em Drosophila. Goic e colaboradores observaram a producédo de
formas de DNA virais dependente da via de RNAi apds a retro-transcricdo de
fragmentos de sequéncias virais durante a infec¢cdo por alguns virus de RNA em
moscas (Goic, Vodovar et al. 2013). O mesmo grupo demonstrou a producdo das
espécies de VDNAs (do inglés, viral DNAs) em mosquitos infectados com DENV
(Dengue virus) ou CHICKV (Chikungunya virus) associando a participacdo destas

moléculas a tolerancia viral (Goic, Stapleford et al. 2016). Os hemdcitos, principais
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fagdcitos circulantes em Drosophila, parecem mediar a producdo de vDNAs, ao
endocitarem um dsRNA sintético complementar as sequéncias de SINV. A producao
de vDNAs em hemdcitos foi associada a uma amplificacdo da resposta antiviral
mediada pela de via de RNAI, o que conferiria protecdo contra uma infeccao pelo
mesmo virus em moscas (Tassetto, Kunitomi et al. 2017). Recentemente, foi proposto
gue os VDNAs podem apresentar formas circulares apds a infeccdo por alguns tipos
de virus de RNA em moscas e mosquitos. Neste trabalho foi demonstrado que
muta¢des no dominio helicase de Dcr-2 (Dicer-2), uma enzima central da via de RNAI,
interferem na producédo dos vDNAs circulares e como consequéncia, na resposta

antiviral (Poirier, Goic et al. 2018).

1.1 Mecanismos antivirais em Drosophila

A imunidade antiviral em Drosophila consiste em mecanismos intrinsecos,
baseados na via de RNAI, nas repostas induziveis e em fatores de restricao
(Mussabekova, Daeffler et al. 2017). As respostas induziveis controlam a expressao
de genes relacionados ao controle da infeccéo viral e agem de forma especifica contra

diferentes virus.

A via de Jak -STAT € um dos principais mecanismos de defesa antiviral em
mamiferos uma vez que estd envolvida na sinalizacdo dos interferons do tipo |
(Dupuis, Jouanguy et al. 2003). Em Drosophila, a via participa no controle da infeccéo
por alguns tipos virus da familia Dicistroviridae. Moscas mutantes para o gene
hopscotch, um analogo da quinase JAK, apresentaram aumento da carga viral de DVC
(Drosophila C virus) e mortalidade apos a infeccédo viral (Dostert, Jouanguy et al.
2005).

A via de Toll que classicamente age contra bactérias gram-positivas também ja
foi relacionada ao controle de algumas infeccfes virais em Drosophila. Um trabalho
realizado por Ferreira e colaboradores mostrou que a via é necessaria para a
resisténcia contra a infec¢éo oral com DCV, Nora virus, CrPV (Cricket paralysis virus)
e FHV (Flock house virus) em moscas (Ferreira, Naylor et al. 2014). Assim como a via
de Toll, a via de IMD também converge na producao de peptideos antimicrobianos em
Drosophila. Neste caso, o fator de transcri¢cdo Relish € ativado e induz a producéo de

Diptericina. Tanto Relish quanto Dif, um fator de transcricdo da via de Toll, apresentam
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homologia ao fator transcricional NF-kB em mamiferos (Sabin, Hanna et al. 2010). A
regulacao da via de IMD/NF-kB é imunomodulada pela expressao do gene Diedel,
induzido apos ainfeccao por SINV (Lamiable, Kellenberger et al. 2016). Neste trabalho
foi mostrado que Diedel € importante tanto em controlar a infecg¢éo viral, quanto em

manter a homeostase celular.

Drosophila, assim como outros insetos, também montam uma resposta
transcricional ap6s a infeccéo viral. A maioria destes genes ndo agem diretamente no
virus, mas contribuem para a resposta antiviral e homeostase, como € o caso do gene
Diedel, descrito anteriormente. Um outro exemplo s&o os genes TotM e vir-1, ambos
induzidos pela via de JaK-STAT e expressos apoés a infec¢do por DCV, FHV e SINV
(Dostert, Jouanguy et al. 2005, Kemp, Mueller et al. 2013). A infeccdo por DCV
também induz a expressao do gene Vago. Este gene parece controlar a infeccéo viral
no fat body das moscas de maneira dependente do dominio helicase de Dicer-2
(Deddouche, Matt et al. 2008).

A apoptose também é considerado uma outra estratégia antiviral Drosophila
uma vez que induz a eliminacéo de células infectadas (Clem 2015). O clearence das
células infectadas é mediado principalmente pelos hemdcitos que sdo os fagocitos
circulantes em moscas. A apoptose e a atividade fagocitica dos hemadcitos promovem
o controle da infec¢do por FHV, DCV e CrPV em moscas (Costa, Jan et al. 2009,

Nainu, Tanaka et al. 2015, Lamiable, Kellenberger et al. 2016).

Os fatores de restricdo sdo componentes na célula do hospedeiro que podem
interferir em algum passo do ciclo de replicacdo viral (Mussabekova, Daeffler et al.
2017). Embora muitos fatores de restricdo existam em Drosophila, a maioria deles ndo
€ bem caracterizado. Grande parte dos estudos, identificaram os fatores de restricéo
em moscas infectadas com patdégenos virais naturais como DMelSV (Sigma virus) e
DCV (Cogni, Cao et al. 2016). Um destes fatores é locus ref(2)P, que apresenta uma
variacdo genética, afetando replicacdo de DMelSV em Drosophila (Contamine,
Petitjean et al. 1989).

A via de siRNAs (do inglés, small interfering RNAs) é descrita como o principal
mecanismo antiviral em insetos (Wang, Aliyari et al. 2006). Esta via assim como as
vias de miRNAs (microRNAs) e piRNAs (do inglés, piwi-interacting RNASs), leva a

producéo de pequenos RNAs ndo codificantes que associados a proteinas da familia
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Argonauta levam a degradacdo de sequencias especificas de RNAs. Drosophila

apresenta as trés classes destes RNAs néo codificantes.

Os miRNAs estdo envolvidos regulacdo péds-transcricional de genes e
participam nas homeostase celular e de vias de desenvolvimento (Bartel 2004).
Alguns virus sé@o alvos dos miRNAs em Drosophila, embora ndo € claro como estes
pequenos RNAs possam controlar a infeccao viral (Hussain and Asgari 2014). Os
piRNAs estao envolvidos no controle de elementos moveis na linhagem germinativa
(Malone, Brennecke et al. 2009). Em Drosophila, a presenca de piRNAs derivados de
virus foi detectada somente em células de ovério, indicando que esta via ndo deve

participar da resposta antiviral em moscas (Petit, Mongelli et al. 2016).

1.1.1 Aviade siRNAs em Drosophila

Durante a infecgéo viral em células de Drosophila, ha a producdo de longos
percussores de dsRNAs derivados da replicacdo do virus. O dsRNA é reconhecido e
processado a pequenos duplex de RNA com tamanho de 21 nucleotideos, os siRNAs,
pela Dcr-2, uma RNAse citoplasmatica do tipo Ill. ModificagGes terminais do dsRNA,
como extremidades cegas, 5’-trifosfato, saliéncias (pontas ndo pareadas) ou a
presenca de estruturas secundarias sdo caracteristicas de reconhecimento pela

enzima (de Faria, Olmo et al. 2013).

Os siRNAs associados a Dcr-2 formam um complexo de heterodimero com
r2d2, uma dsRBP (do inglés, dsRNA binding protein). Dcr-2/r2d2 entrega o duplex de
siRNAs a AGO2 (Argonauta-2) para formar o complexo de silenciamento siRISC (do
inglés, small interfering RNA-induced silencing complex). No complexo RISC, uma das
fitas do duplex de siRNA, a fita passageira, é clivada pela AGO2. A outra fita do duplex
€ mantida e é entdo 2’-0-metilada pela enzima DmHen1, para estabilizar o complexo
de silenciamento. O siRNA no siRISC ativo guia AGO2 para encontrar sequencias
complementares de RNAs virais, dos quais sao clivados pela AGO2, levando a
reducdo da replicacdo viral (Carthew and Sontheimer 2009) (Figura 1). RNAs
poliadenilados, presumivelmente RNAs mensageiros, parecem ser 0s alvos da via de
siRNA (Marques, Wang et al. 2013). Desta maneira, AGO2 encontra-se proxima a

ribossomos celulares para monitorar e clivar RNAs mensageiros virais com
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sequencias completares ao siRNA no siRISC, prevenindo a traducdo do RNA

mensageiro alvo (Caudy, Myers et al. 2002, Ishizuka, Siomi et al. 2002).

Um dsRNA de origem enddgena ou exdgena também pode ativar a via de
siRNA. RNAs enddgenos derivados de loci estruturados, transcritos senso-antisenso,
transcricao bidirecional e elementos transponiveis sdo fontes de dsRNA enddgenos,
ativando a via de endo-siRNA (Czech, Malone et al. 2008, Okamura, Chung et al.
2008). dsRNAs produzidos in vitro, sdo fontes para ativacdo da via de exo-siRNA
(Kennerdell and Carthew 1998, Tuschl, Zamore et al. 1999, Kennerdell and Carthew
2000). Apesar de diferentes fontes de dsRNAs — enddgenos, exdgenos ou virais —
ativarem a via de siRNA e apresentarem o core central composto por Dcr2, r2d2 e
AGO2, o reconhecimento destas moléculas pela Dcr-2 parece ser um passo
diferencial na ativacéo da via. A isoforma da proteina Logs-PD (Loquacious-PD), um
co-fator de ligacdo a dsRNA, € necesséria para o processamento de endo-siRNAs ou
exo-siRNAs pela Dcr-2, mas é dispensavel no caso de RNAs virais (Marques, Kim et
al. 2010, Marques, Wang et al. 2013).
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Figura 1. As vias de siRNAs em Drosophila. dsRNA de origem viral, dsRNA sintético ou dsRNA
endégeno podem ativar a via de siRNAs. O processamento de dsRNA enddgenos ou ex6genos ocorre
pelo complexo Dcr-2/Logs-PD, enquanto para o reconhecimento de dsRNA viral, Dcr-2 age
independentemente de Logs-PD. Em ambos os casos o processamento gera os duplex de siRNAs. O
heterodimero Dcr2-r2d2 entrega os duplex de siRNAs a AGO2 para formar o complexo de
silenciamento, RISC. Neste complexo, uma das fitas é clivada pela enzima, enquanto a outra
permanece associada a AGO-2 para o reconhecimento de sequencias complementares de RNASs,
como os RNAs virais. AGO2 normalmente esta localizada préxima aos ribossomos celulares para
prevenir a traducdo de RNAs mensageiros virais ou celulares.
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1.2 Modelos de estudo

7z

A utilizacdo de modelos é uma ferramenta importante para se estudar a
interacdo entre patégenos e hospedeiros. Em nosso trabalho utilizamos a mosca da
fruta, Drosophila melanogaster como modelo de inseto para avaliar os mecanismos
moleculares e imunes ativados ap0s a infeccdo viral. As poderosas ferramentas
disponiveis em Drosophila utilizadas em conjunto com virus bem caracterizados
fornecem um modelo sistémico que permite elucidar melhor as respostas imunes

antivirais.

O VSV (Vesicular stomatitis virus) e o SINV séo arbovirus bem caracterizados,
com genomas pequenos e sequenciados, 0 que permite a construcdo de cepas
recombinantes. Embora n&o sejam virus naturais de Drosophila, estes patdgenos
infectam as moscas, bem como células de mamiferos, das quais séo utilizadas para
a multiplicacéo e producao dos estoques virais. Além do mais, apresentam estratégias
de replicacdo distintas, o que permite explorar caracteristicas em comuns das
respostas antivirais. Muitos trabalhos da literatura ja utilizaram estes virus como
modelos de infeccéo para o entendimento de mecanismos moleculares antivirais em
Drosophila (Deddouche, Matt et al. 2008, Mueller, Gausson et al. 2010, Marques,
Wang et al. 2013, Lamiable, Arnold et al. 2016, Tassetto, Kunitomi et al. 2017, Pairier,
Goic et al. 2018).

1.2.1 Drosophila melanogaster

A Drosophila € um organismo modelo amplamente utilizado em vérias areas da
biologia, destacando a imunidade inata, por apresentar muitos processos biolégicos
conservados com outros organismos, sejam eles vertebrados ou invertebrados ou
mesmo processos especificos de insetos que ainda sim podem ajudar no
entendimento da interagdo virus-hospedeiro (St Johnston and Nusslein-Volhard 1992,
Lemaitre and Hoffmann 2007, Padmanabha and Baker 2014). Por ser hospedeiro
natural de alguns virus, a Drosophila se torna um excelente modelo de pesquisa da

interacdo virus-hospedeiro.

Algumas moléculas induzidas por uma infecc¢éo viral em Drosophila agem como
fatores restricdo viral na célula do hospedeiro e sdo evolutivamente conservadas,

podendo ser usadas como HTAs (do inglés, host-target antivirals) (Martins, Imler et al.
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2016). E o caso da proteina ribossomal RACK1 necesséria para a tradugdo de RNA
mensageiros dependente do complexo IRES (do inglés, internal ribosome entry site)
mas independente do processo candnico de reconhecimento da estrutura 5’-cap. O
silenciamento desta proteina interfere na replicacdo de DCV e CrPV em Drosophila,
bem como na replicacdo de HCV em hepatdcitos humanos (Majzoub, Hafirassou et
al. 2014). O estudo das interacdes entre Drosophila e virus também pode revelar
fatores de restricdo especifico do inseto, como é o caso do gene Pastrel. Este gene
codifica uma proteina citoplasmatica que parece produzir um fator de restricdo de
virus da familia Picornaviridade em Drosophila (Martins, Imler et al. 2016).

Diversas ferramentas facilitam o uso da mosca, como um genoma sequenciado
e bem anotado (Adams, Celniker et al. 2000) o que permite a geracdo de mutantes,
além de um banco de dados consolidado que (http://flybase.org/) que oferece uma
série de ferramentas como BLAST, pesquisas por mutantes, genes ortol0gos, mapa

do genoma da Drosophila e intera¢des entre genes e proteinas.

Varios aspectos tornam a mosca da fruta um modelo versatil. Entre eles, a
facilidade e praticidade de manutencéo de culturas. O custo de manutencao ainda é
mais barato quando comparado a outros modelos, como camundongos. Além do mais,
as moscas apresentam um ciclo de vida simples, consistindo em quatro estagios
distintos: ovo, larva, pupa e adulto, o que facilita e torna mais agil a realizacédo de

experimentos in vivo (figura 2).
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Figura 2: Ciclo de vida da mosca Drosophila melanogaster. Drosophila € um inseto holometabolo,
passando pelos estagios de embrido, primeiro e segundo estagio de larva, pupa e até chegar no estagio

final de adulto.
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1.2.2 Modelos virais

O VSV é um virus envelopado, pertencente a familia Rhabdoviridae, de
aproximadamente 180 nanometros comprimento e 75 de largura. Apresenta como
principal hospedeiro invertebrado, o flebotomineo, que pode transmitir o virus a os
humanos, gados, cavalos e porcos. O hospedeiro vertebrado pode manifestar a
infeccdo ao produzir vesiculas e Ulceras em algumas partes do corpo (Lichty, Power
et al. 2004).

O VSV apresenta um genoma de RNA com polaridade negativa e um tamanho
aproximado de 11 kb que codifica cinco proteinas: a nucleoproteina, a fosfoproteina,
a proteina de matrix, a glicoproteina e a polimerase viral (figura 3A). A particula viral
penetra na célula do através de receptores do hospedeiro induzindo a endocitose
mediada por clatrina. Apos a fusdo da membrana viral com a membrana da vesicula,
o ribonucleocapsideo € liberado no citoplasma, onde ocorre a transcricdo dos genes
e replicacdo do genoma. Cada virion carrega sua propria RdRp (do inglés, RNA
dependent RNA polymerase) que se liga na reagido 3' UTR do genoma para
transcrever sequencialmente cada gene ao reconhecer sinais de inicio e de parada
entre cada um (Morin, Rahmeh et al. 2012). Os RNAs mensageiros sao capeados e
poliadenilados pela polimerase durante a sintese. Os niveis de expressdo de cada
transcrito sdo reduzidos a medida que cada gene subsequente é transcrito devido a
falha da polimerase viral e iniciagdo incompleta nas regides intergénicas (Morin,
Rahmeh et al. 2012).

A replicacdo comeca quando ha a producéao suficiente de nucleoproteina para
encapsidar novos genomas. Intermediarios de fita positiva de RNAs séo sintetizados
pela RdRp a partir do genoma de RNA de fita negativa, para criar genomas virais. Por
fim, o ribonucleocapsideo se associa as proteinas da matrix para a liberacdo das
novas particulas virais através da membrana plasméatica. O cliclo replicativo do VSV

esta representado na figura 3B.
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Figura 3:0 genoma do VSV e o seu ciclo de replicagdo. A) O genoma do VSV consiste em cinco
genes que codificam as proteinas virais: a proteina N (nucleoproteina), a proteina P (fosfoproteina, do
inglés, phosphoprotein), a proteina M (proteina de matrix, do inglés, matrix protein) a proteina G
(glicoproteina) e a proteina L (polimerase, do inglés, large polimerase). B) A penetragéo das particulas
virais na célula é mediada pelas glicoproteinas do VSV, formando vesiculas endossomais no citoplasma
celular. A acidificacédo das vesiculas gera uma mudanca conformacional nas glicoproteinas permitindo
a fusdo destas com a membrana do endossoma. O nucleocapsideo é capaz de escapar para 0
citoplasma, onde a RdRp transcreve individualmente cada RNA mensageiro, para ser traduzido a
proteinas virais pelos ribossomos celulares. Em uma fase tardia da infec¢éo, a polimerase viral para de
transcrever os genes e comeca a sintese de novos genomas a partir de intermedidrios de RNA de
polaridade positiva. Finalmente, as proteinas virais e 0 genoma sdo montados em particulas virais
completas para serem liberados por brotamento através da membrana plasmatica celular.
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O SINV também é um virus envelopado e pertence a familia Togaviridae.
Apresenta estrutura esférica e icosaédrica, com 65-70 nandmetros de diametro. Este
virus € transmitido por mosquitos Culex e ocasionalmente por mosquitos Aedes a
varias espécies de passaros. Pode ser também transmitido a humanos, podendo
ocasionar poliartrites, erupcéo cutanea e febre (Adouchief, Smura et al. 2016).

O SINV apresenta um genoma linear, de RNA fita simples, polaridade positiva,
com tamanho entre 11 a 12 kb, sendo poliadenilado e capeado. O seu genoma
consiste em duas ORFs: uma delas codifica a sequéncia génica da poliproteina ndo
estrutural, enquanto a outra codifica a sequéncia génica da poliproteina estrutural que
€ expressa em forma de uma subegenoma de RNA na fase tardia da infecc¢édo (figura
4).
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Figura 4 O genoma de Alphavirus. O genoma do SINV é de RNA de fita simples, polaridade positiva,
poliadenilado e capeado. Na fase inicial da infeccédo, o0 genoma é diretamente traduzido para gerar uma
poliporteina ndo estrutural que expressa a RdRp. Apds consecutivas clivagens da poliproteina, é
formado o complexo replicativo composto pelas proteinas ndo estruturais (nsPs) que transcrevem o
subgenoma de RNA a partir do antigenoma viral. O subgenoma é traduzido para gerar uma poliproteina
estrutural, que apos a sua clivagem gera o capsideo, as glicoproteinas e a proteina 6K.
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A entrada do SINV na célula ocorre pela ligacdo das glicoproteinas aos
receptores celulares, permitindo a entrada da particula viral por endocitose mediada
por clatrina. A fusdo da membrana endodossomal com a nucleoproteina libera o
genoma para o citoplasma da célula. O genoma viral é entdo diretamente traduzido a
uma poliproteina ndo estrutural, a nsP1234 (do inglés, non-sctrutural protein) seguido
da clivagem proteolitica pela nsP2, para gerar o complexo replicativo composto por
P123 e nsP4. Este complexo sintetiza a fita de RNA senso negativa a partir do genoma
viral que servira de template para sintese do genoma e subgenoma. Apés a clivagem
de P123 para gerar nsP1 e P23, a sintese do antigenoma € interrompida e o complexo
passa a sintetizar RNA fita senso positiva, juntamente com nsP4, resultando na
producdo do RNA genbmico e subegndémico. O complexo P23 é instavel e
rapidamente & processado em nsP2 e nsP3, resultando na completa clivagem do
complexo replicativo (Rupp, Sokoloski et al. 2015). Apos a transcri¢ao e traducao do
subgenoma, ha producédo de uma poliproteina estrutural que é clivada para gerar o
capsideo e as demais proteinas estruturais. O capsideo associado ao genoma forma
o nucleocapsideo que € posteriormente envelopado e liberado da célula em forma de

uma nova particula viral (Leung, Ng et al. 2011).

O complexo replicativo do SINV apresenta algumas caracteristicas. Uma deles
€ que, mesmo que nsP1, nsP2, nsP3 e nsP4 sejam capazes de continuar sintetizando
0 genoma e o subgenoma de RNA, este complexo favorece a produc¢éo do subgenoma
(Lemm, Rumenapf et al. 1994, Shirako and Strauss 1994). Outra caracteristica é que
apesar de nsP4 apresentar o dominio RARp que reconhece 0s promotores para a
producéo da fita negativa e postiva de RNA, esta proteina necessita de todas as outras
proteinas nsPs para a ligacdo da polimerase ao RNA viral (Pietila, Hellstrom et al.
2017). Um vez que que € formado o complexo replicativo, as proteinas nsPs parecem
se concentrar em locais de invaginacbes de membrana, as esférulas, onde os

intermediarios de dsRNA ficariam protegidos (Frolova, Gorchakov et al. 2010).

Em nosso trabalho, criamos um modelo de infeccdo artificial em Drosophila
melanogaster para avaliar a capacidade dos insetos em montarem uma resposta
imune contra uma infecgéo viral secundaria, apds um prévio estimulo pelo mesmo

virus ou um virus distinto. Para isto, precisamos considerar as repostas antivirais da
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mosca, bem como a dindmica de replicacdo de cada virus a ser utilizado em nosso

modelo, para avaliar os processos moleculares envolvidos no fenémeno.



33

2. RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

Durante epidemias de arboviroses, o inseto pode ser exposto muitas vezes ao
mesmo virus ou pode ser infectado por virus distintos sem necessariamente elimina-
los pelo seu sistema imune. Este fato permite que os virus estejam em constante

interacdo com a imunidade antiviral do inseto vetor.

Apesar de os insetos serem vetores de importantes doengas para 0s seres
humanos, poucos trabalhos na literatura exploraram a interacao dos arbovirus com o
sistema imune do inseto, principalmente se haveria primagem imune antiviral. Este
mecanismo poderia diretamente influenciar na transmissdo dos arbovirus aos
hospedeiros vertebrados. Assim, nosso trabalho torna-se relevante ao desenvolver
um modelo de estimulos virais sucessivos em Drosophila melanogaster a fim de
caracterizar como um prévio estimulo viral poderia alterar o desenvolvimento de uma

infeccao viral secundaria em insetos.

Estudos sobre a primagem das respostas antivirais em um inseto que € um
organismo modelo bem caracterizado poderia eventualmente ter aplicacées no

desenvolvimento de estratégias de controle da transmisséo de arboviroses.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito da primagem sobre o sistema imune da mosca Drosophila
melanogater durante infec¢cdes virais e identificar os mecanismos moleculares

envolvidos.
3.2 Objetivos especificos

1. Padronizar um modelo de infeccao priméria e infec¢do secundaria
por virus homologos ou heter6logos em moscas Drosophila melanogaster
utilizando VSV e o SINV;

2. Caracterizar o efeito de uma infeccdo viral primaria sobre a

replicacdo do virus da infec¢cdo secundaria homologa ou heterdloga,;

3. Caracterizar os determinantes virais necessarios para os efeitos

de uma infeccado primaria sobre a secundaria;

4. Avaliar os mecanismos moleculares que possam interferir na
replicacdo do VSV ou SINV apdés uma prévia exposi¢cdo das moscas ao um

estimulo viral;

5. Avaliar o papel de vias e componentes antivirais presentes no
hospedeiro que possam controlar a infeccdo secundaria pelo VSV apdés a

infeccao viral pelo mesmo virus.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Estoques virais

Células S2 (ATCC® CRL-1963™) derivadas de embrido de Drosophila
melanogaster foram crescidas em meio Schneider (Gibco®) suplementado com 10%
de SFB (Soro Fetal Bovino, Gibco®), antibidticos gentamicina (50 mg/L), penicilina

potassica (200 U/mL) e fungizona (2.5 mg/L) e mantidas em estufa a 25°C.

O VSV selvagem do subtipo Indiana virus foi cedido pela professora Erna Kroon
do Laborat6rio de Virus da Universidade Federal de Minas Gerais. O VSV transgénico
gue expressa a proteina GFP (VSV-GFP) foi cedido pelo Dr. Curt Horvath, da
Northwestern University. O SINV transgénico que expressa a proteina GFP (SINV-
GFP) foi cedido pelo Dr. Illya Frolov (The University of Texas Medical Branch).

Todos os virus foram multiplicados em células VERO, para a producao dos
estoques virais. Para isto, utilizamos a MOI (do inglés, multiplicity of infection) de 0,001
para o VSV/VSV-GFP e MOI de 0,1 para o SINV em um volume de 5 mL de meio
MEM suplementado com 5% de SFB (Gibco), gentamicina (50 mg/L), penicilina
potassica (200 U/mL) e fungizona (2.5 mg/L). Apds 1 hora de adsorcéo, descartamos
o indculo viral, adicionamos meio MEM suplementado com 10% de SFB e mantivemos
as garrafas de células de CO2 a 37° C. O efeito citopatico dos virus foi observado em
aproximadamente 20 a 36 horas apoés a infec¢ao. Aliquotamos o sobrenadante, apos
a clarificac&o do debri celular e armazenamos a temperatura de -80°C até o momento
do uso. A titulacdo de todos os virus foi feita pelo método de PFU (do inglés, plaque

forming units) em células VERO.

Para a inativacdo do VSV, SINV e DENV-1 utilizamos o equipamento UVP
Longwave Ultraviolet Crosslinker 365 nm 115 VAC , onde o virus foi submetido a um
comprimento de onda de 260 J/m? conforme indicado no trabalho de Lytle e Sagripanti
(Lytle and Sagripanti 2005).

4.2 Infeccdo em células S2

Multiplicamos as células S2 em meio Schneider suplementado com 10% de

SFB para as infec¢des virais e as mantivemos em homogeneizador hematolégico para
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a adsorcéo viral de 1 hora. Apos este tempo, centrifugamos e lavamos células em
meio Schneider para a retirada do indéculo viral. Em seguida, acrescentamos o meio
suplementado com 10% de SFB as células e as plaqueamos na quantidade de 2,0 x
106 células/poco em placas de seis pocos das quais foram mantidas em estufa a 25°C.
Realizamos as infec¢des virais baseada em uma MOI para cada tipo viral.

4.3 Estoque, manutengo e cruzamento das moscas

Para a manutencdo das moscas, mantivemos cada linhagem em tubos
contendo comida a base de cereal, glicose e levedura e acondicionadas em estufas
com temperatura de 25°C + 1°C. Anteriormente aos experimentos, nos transferiamos
machos e fémeas adultos do estoque para novos tubos para a expansao das
linhagens. Deixamos as moscas por 2-3 dias para a postura de ovos e entao,
limpavamos os tubos, retirando os adultos. Apds o nascimento das mocas, em torno

de dez dias, fizemos a separacao das fémeas com idade entre 2-4 dias de vida.

Em nossos experimentos utilizamos moscas selvagens da linhagem Canton S
e Oregon R, além da linhagem isogénica, w[1118] . Para avaliar a via de RNAI,
utilizamos moscas deficientes em Dcr2/r2d2 (r2d2(1)dcr-2(L811fdx)/Df(2R)BSC45) e
seus controles r2d2(1)dcr-2(L811fdx)/ Df(2R)BSC45-P{genomic rescue dcr-2) e
moscas deficientes em Ago2 (Ago2[414]/Ago2[V966M]) e seus controles
(Ago2[414]/TM3). Moscas deficientes em hemaocitos (P{HmMI-GAL4}/{UAS-bacx}) e
seus controles (P{HmMI-GAL4}/Cyo) também foram utilizados nos experimentos de
microinjecdo. O reconhecimento das moscas mutantes foi feito por caracteristicas

fenotipicas que diferem mutantes heterozigotas (controles) e mutantes homozigotas.
4.4 Microinjecdo em moscas

Para os procedimentos de injecdo de virus em moscas, utilizamos o
microinjetor Nanoject II™ (Drummond®©) na regido intratoraxica de cada individuo. Nos
experimentos que realizamos mais de uma infeccéo, a segunda injecao foi realizada
no lado oposto da regido intratoraxica da mosca. Anteriormente a injecao,
anestesiamos as moscas com C0- e as mantivemos sobre uma superficie com o fluxo
continuo do mesmo gas. A diluicdo de cada virus para as injecdes foi feita em meio

Schneider ndo suplementado. ApOs cada experimento de microinje¢do maceramos as
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moscas individualmente no equipamento Mini-BeadBeater-16 (Biospec®©),

procedendo com as extracdes de RNA de cada amostra.
4.5 Preparacao de dsRNA e tratamento em moscas

O dsRNA relativo ao VSV-GFP é complementar a sequéncia 427-962 do gene
da nucleoproteina do virus e o dsRNA relativo ao SINV-GFP é complementar a
sequéncia 6738-6888 do gene nsp4 de SINV-GFP. Para a constru¢cdo do dsGFP,
sintetizamos iniciadores complementares as sequéncias 4863-5244 e 7797-8178 da
proteina reporter de VSV-GFP e SINV-GFP respectivamente. Como controle de todos
0s experimentos com o tratamento de dsRNAs utilizamos a dsFluc correspondente a

sequéncia de nucleotideos entre 1206-1514 de Firefly Luciferase.

Os produtos de PCR correspondente as sequéncias de VSV e SINV foram
utilizados como template para transcrigéo in vitro utilizando a enzima polimerase T7
para a geracao de cada dsRNA (MEGAscript™ T7 Transcription Kit). Para a
geracado de dsRNA de GFP e de Fluc, além da transcri¢ao in vitro com T7, também
realizamos a transcricdto com RNA polimerase SP6 (MEGAscript™ SP6
Transcription Kit). Os iniciadores utilizados para producdo de dsRNAs estdo
descritos na tabela 1 (completar tabela). Utilizamos150 nanogramas de cada dsRNA

para injetar em cada mosca.
4.6 Extracado de RNA e transcricao reversa

Realizamos a extracdo de RNA de célula e mosca individual pelo método de
TRIzol® (Invitrogen™) a partir de um volume inicial de 200 pL do reagente. Todo o

procedimento de extracao foi feito conforme informado pelo protocolo do fabricante.

A sintese do cDNA foi realizada através da enzima Transcriptase Reversa M-
MLV, com tampéo da enzima (50 mM Tris-HCI pH 8,3; 75 mMKCI; 3 mM MgClI2), 2uL
de RNA total, 500 ng de Random Primers (iniciador randémico) ou 500 ng de Oligo
DT primers (Anchored Oligo(dT)2o Primer - Invitrogen™), 625 uM de dNTPs, 0,2 uM

de DTT e &gua livre de nucleases (Ambion®) para volume de 20 pL.
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4.7 Quantificacéo relativa de RNA

Para andlise da expressdo génica e quantificacdo relativa da carga viral
utilizamos a técnica de PCR quantitativo (QPCR) e qualitativo (PCR). As reacdes de
gPCR foram feitas utilizando o método de SYBR® GREEN (Applied® Biosystems)
através do equipamento QuantStudio 7 Flex™ RealTime PCR System (Applied®
Biosystems). As reacdes consistem em: tampéao da enzima (100 mM Tris pH 8,3; 500
mMKCI; 0,1 % Triton x100), 5 puL de cDNA, 193 uM de dNTPs, fluoréforo SYBR®
GREEN (Applied® Biosystems), 2U da enzima Taq, 400nM de cada iniciador,
descritos na tabela 2 e agua livre de nucleases (Ambion®) para o volume final de 15
UL por reacdo. Realizamos as andlises através do método 2t calculado em relagdo

ao gene constitutivo Rpl32 (do inglés, Ribosomal particle L32).

Para as reacdes de PCR também seguimos o mesmo protocolo de qPCR
descrito anteriormente, com excecdo da presenca de SYBR® GREEN em cada
reacdo. Através da eletroforese em gel 2% corado com SYBR® SAFE (Applied®
Biosystems), fizemos a analise do produto de PCR e quantificacdo qualitativa do DNA

complementar de cada amostra.

Os testes estatisticos foram realizados com o0 apoio instrumental do software
GraphPadPrism 5.0 (Graphpad® Software) e para a avaliagdo dos dados, utilizamos

o teste t de Student seguido de pds-teste de Mann-Whitney.
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Tabela 1: Iniciadores utilizados para gPCR e PCR

Iniciadores Sequéncia (5’-3")
Rpl32 GACGCTTCAAGGGACAGTATCTG
AAACGCGGTTCTGCATGAG
VSV GGACATCCGGGGTAAGTTGG
CGTCCAGGGCTTTCAAGGAT
SINV CGTTCAGCTGCAAGACCA
TACCGGCCGTGGCTAGTAT
GFP CGACCACTACCAGCAGAACA
TCTCGTTGGGGTCTTTGC
dsVSVv TAATACGACTCACTATAGGGTCGGATGCTTCCAGAACCAG
TAATACGACTCACTATAGGGCAGAAGTGGAAGGCAGGGTT
dsSINV TAATACGACTCACTATAGGGGGTACCAGATGATGCCCACC
TAATACGACTCACTATAGGGAGTCCAGTGTTGGCAGTTCA
dsGFP TAATACGACTCACTATAGGGAGACCTGAAGTTCATCTGCACCA
ATTTAGGTGACACTATAGAAGTGGTTGTGGCGGATCTTGAAGT
dsFluc TAATACGACTCACTATAGGGAGAAACAATCCGGAAGCGACCAA
ATTTAGGTGACACTATAGAAGTGTGACTGGCGACGTAATCCAC
VSV N-P AATTGGACTTTTCAGCTCGTT
CTTCAGCCTCTCACCATATCC
VSV P-M CTTCAGCCTCTCACCATATCC
GGTGTCCATCTCGTCAACTCC
VSV M-G CCTATGATCTGGGATCAT
GGATGGAATGTGTTATATACT
VSV-G-GFP CAGTAGTTGGAAAAGCTCTAT

CATGTGGTCGGGGTAGCGGCT
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VSV GFP-L ACTACCAGCAGAACACCCCCA
ATCCCAGTTCTTACTATCCCA
DENV-1 TCGGAAGCTTGCTTAACGTAG

TCCGTTGGTTGTTCATCAGA
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5. RESULTADOS

5.1 Efeito de umainfecc¢do priméria pelo VSV sobre infec¢gdes secundarias
homologa ou heter6loga em Drosophila melanogaster

Com o objetivo de avaliar se uma infeccéo priméria pelo VSV poderia interferir
sobre o estabelecimento de uma infecgéo viral secundaria, nés utilizamos células S2
de Drosophila como modelo de infecgdo in vitro. Para isto, infectamos um grupo de
células com VSV e dois dias apos, infectamos o mesmo grupo celular com um VSV
transgénico, capaz de expressar a proteina GFP (VSV-GFP). E importante ressaltar
gue usamos o virus VSV-GFP para diferenciar as infec¢cbes, por se tratar de virus
homdlogos. Dois dias apdés a segunda infecgcdo, nos coletamos as células para o
processamento de extracdo de RNA, quantificacdo da carga viral e expressao de GFP
(figura 5A). Desta forma, a quantificacdo da expressao do gene GFP reflete a carga

viral da segunda infeccao.

Através da quantificacdo da expressdo do gene L do VSV, verificamos a
replicacao viral entre as células infectadas com o virus selvagem e o virus transgénico
(figura 5B). Ao quantificarmos a expressao de GFP referente a infeccdo secundaria,
observamos uma diminuicdo significativa da replicacdo do VSV-GFP em células
previamente infectadas com VSV comparado com as células infectadas somente com

0 segundo virus (figura 5C).
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Figura 5: A infeccéo primériapelo VSV interfere com umainfeccédo secundéria pelo mesmo virus
em células S2. A) Representacdo esqueméatica da estratégia experimental. Células S2 foram
infectadas com VSV (MOI=10) e dois dias apds, foram infectadas com VSV-GFP (MOI=1). Paralelo a
este grupo de infeccdo, dois outros grupos foram utilizados como controles do experimento: células
somente infectadas com VSV-GFP, MOI=1 (MOCK+VSV-G) e células somente infectadas com VSV,
MOI=10 (VSV+MOCK). Dois dias apés o segundo estimulo, todos os grupos de células foram coletadas
para o processamento de extracdo de RNA. B) Quantificacdo da carga viral pela expressdo do gene L
de VSV entre os grupos de infeccdo. C) Quantificacdo da expressdo do gene GFP entre os grupos de
infeccdo. As quantificacdes foram normalizadas pela expresséo do gene constitutivo Rpl32. N.D. (ndo
detectado) se refere a auséncia de sinal da deteccdo de GFP. Valores de p significativos estao

indicados no grafico.
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Para validar se o efeito de reducéo da carga viral apos a primeira infecgéo pelo
VSV é reprodutivel in vivo, nds utilizamos moscas selvagens da linhagem Canton S
para realizar as infecgfes. Para isto, nds coletamos moscas em tempos distintos apos
a infeccao secundaria com o objetivo de avaliar a cinética de replicacado do VSV-GFP
(figura 6A). Verificamos a replicacéo do VSV em todos os grupos de infeccéo (figura
6B). A infeccdo priméaria com o virus selvagem induziu a diminuigcdo significativa da
replicacdo do VSV-GFP apdés dois e quatro dias de infeccdo, comparado aos grupos
gue nao foram previamente expostos ao VSV (figura 6C). Apesar de ndo haver uma
reducdo significativa da carga viral do VSV-GFP apls seis dias de infeccao,

observamos uma tendéncia para o aparecimento deste efeito (figura 6C).
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Figura 6: A infeccdo priméria pelo VSV interfere uma infec¢cdo secundaria pelo mesmo virus em
moscas selvagens. A) Representacdo esquematica da estratégia experimental. Moscas selvagens da
linhagem Canton S foram infectadas com 5000 PFU do VSV e quatro dias apds foram infectadas com
500 PFU de VSV-GFP. Dois outros grupos foram criados como controles do experimento: um grupo
somente infectado com 5000 PFU de VSV (VSV+MOCK) e outro grupo somente infectado com 500
PFU de VSV-GFP (MOCK+VSV-G). Dois, quatro e seis dias apds o segundo estimulo todas as moscas
foram coletadas para o processamento de extracdo de RNA. B) Quantificagdo da expresséo do gene L
de VSV entre os grupos de infeccdo. C) Quantificacdo da expressdo do gene GFP entre os grupos de
infeccdo. As quantificacdes foram normalizadas pela expressdo do gene constitutivo Rpl32. Cada
simbolo representa uma mosca individual. Os simbolos abertos representam os individuos que nao
apresentaram sinal de gPCR para GFP (N.D. - ndo detectado). Os valores do limite de deteccao foram
atribuidos aos individuos que ndo apresentaram sinal de gPCR para a andlise estatistica. Valores de p
significativos estdo indicados no gréfico. n.s se refere a valores de p nao significativos.



45

Os nossos resultados sugerem que a exposicdo das moscas a um virus
interfere diretamente sobre uma infeccdo secundaria homéloga. Este efeito de
interferéncia pode ser gerado por varios fatores, tanto viral quanto dependentes de
mecanismos do hospedeiro. A fim de caracterizarmos o efeito de interferéncia
observado, nés avaliamos se o mesmo fenémeno ocorreria em um modelo de infec¢édo
com virus distintos. Para isso, utilizamos o VSV na infec¢éo priméaria e o SINV na
infeccdo secundaria em células S2 (figura 7A). Além da quantificacdo da carga viral
relativa ao SINV, também quantificamos a expressao de GFP uma vez que este virus
apresenta o genoma modificado com a presenca da proteina repérter. Assim, a

quantificacdo da expressado de GFP também reflete a carga viral do SINV.

Ao quantificarmos a carga viral do VSV, detectamos a sua replicacdo nas
células expostas ao virus (figura 7B). Observamos também o aumento significativo da
expressdo dos genes nsP2 e GFP, relativos ao SINV, entre o grupo de células

previamente infectadas com o VSV, comparado ao grupo controle (figura 7C e 7D).
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Figura 7: A infeccdo priméria pelo VSV facilita uma infeccdo secundéria pelo SINV em células
S2. A) Representacdo esquemaética da estratégia experimental. Células S2 foram infectadas com VSV
(MOI=10) e dois dias ap6s foram infectadas com SINV-GFP (MOI=1). Paralelo a este grupo de infecc¢éo,
dois outros grupos foram utilizados como controles do experimento: células somente infectadas com
SINV-GFP, MOI=1 (MOCK+SINV-G) e outro grupo de células somente infectadas com VSV, MOI=10
(VSV+MOCK). Dois dias apés o segundo estimulo, as células foram coletadas para o processamento
de extracdo de RNA. B) Quantificacdo da expressdo do gene L de VSV entre os grupos de infecgéo.
C) Quantificacdo da expresséo do gene nsP2 de SINV entre os grupos de infeccdo. D) Quantificagédo
da expressédo do gene GFP entre os grupos de infec¢do. As quantificacdes foram normalizadas pela
expressdo do gene constitutivo Rpl32. N.D. (ndo detectado) se refere & auséncia de sinal da deteccao
por gPCR de VSV, SINV e GFP. Valores de p significativos estdo indicados no grafico.
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Como a infeccdo priméria pelo VSV interferiu positivamente sobre a replicagédo
do SINV, nés utilizamos dois genoétipos de moscas selvagens para analisar a interacao
entre virus distintos in vivo. Neste experimento, além da infec¢cdo em moscas Canton
S, também selecionamos moscas da linhagem Oregon R para realizar as infec¢des
como VSV e SINV (figura 8A). Pela quantificagéo da carga viral por PCR, certificamos
areplicacdo do VSV em moscas expostas a este virus (figura 8B). Neste modelo, ndo
observamos diminuicdo nem aumento significativos da carga viral da segunda
infeccéo pelo SINV em moscas Canton S previamente expostas ao VSV, comparadas
ao grupo controle (figura 8C). Em moscas selvagens Oregon R nds observamos um
aumento da replicagdo do SINV de forma similar ao observado em células S2 (figura
8C).
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Figura 8: A infecc@o priméria pelo VSV ndo afeta de maneira consistente uma infecgéo
secundaria heter6loga em moscas selvagens. A) Representacdo esquematica da estratégia
experimental. Moscas selvagens da linhagem Canton S e Oregon R foram infectadas com 5000 PFU
do VSV e quatro dias apds, foram infectadas com 500 PFU de SINV-GFP. Dois outros grupos foram
criados como controle do experimento: um grupo de moscas somente infectado com 500 PFU de SINV-
GFP (MOCK+ SINV-GFP) e outro grupo somente infectado com 5000 PFU de VSV (VSV+MOCK).
Quatro dias apds o segundo estimulo, todas as mocas foram coletadas para o processamento de
extracdo de RNA. B) Quantificacdo da expressao do gene L de VSV entre os grupos de infec¢do. C)
Quantificacdo da expressédo do gene nSP2 de SINV entre os grupos de infeccdo. As quantificacdes
foram normalizadas pela expresséo do gene constitutivo Rpl32. Cada simbolo representa uma mosca
individual. Os simbolos abertos representam os individuos que ndo apresentaram sinal de qPCR para
VSV ou SINV (N.D. - ndo detectado). Valores de p significativos estdo indicados no gréfico. n.s se refere
a valores de p nao significativos.
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Nossos resultados sugerem que o efeito de interferéncia negativa de uma
infeccao viral priméaria sobre uma infeccdo secundaria é virus-especifico, ja que nao
houve a diminuicdo da replicacdo do SINV entre os grupos de mocas previamente
expostas ao VSV. Em casos de virus distintos, a infeccdo priméaria pelo VSV pode em
alguns casos facilitar a infec¢cao secundaria pelo SINV como observamos em moscas

Oregon R e em células S2.

5.2 Efeito da primagem de moscas selvagens por um virus inativado sobre

a infeccéao viral

Nossos resultados anteriores mostraram a existéncia de um efeito de
interferéncia negativo gerado por uma infeccéo primaria pelo VSV sobre uma infecgéo
secundaria homologa em Drosophila. Este efeito poderia ser causado por um
mecanismo de primagem imune antiviral ativado pela primeira infeccdo. Neste caso,
a primeira infeccao, ativaria mecanismos imunes no hospedeiro conferindo protecao
da mosca contra a segunda infeccado pelo mesmo virus. Por outro lado, o efeito de
interferéncia poderia ser um resultado direto de competicao viral, onde o a replicacao
do primeiro virus diminuiria recursos na célula infectada de forma a impedir a

replicacéo do segundo virus.

Para avaliar se a interferéncia induzida pela infec¢ao primaria é um efeito direto
da competicdo viral ou dependente da ativacdo de mecanismos antivirais no
hospedeiro, nds utilizamos um virus inativado por raios ultra-violeta (VSV-UV). Neste
caso, o virus inativado perde a capacidade replicativa pela adicdo de dimeros de
timina em seu genoma apos a exposicao a luz UV, mas mantém basicamente toda a
estrutura e capacidade de penetracdo da particula viral infectiva. O uso do virus
inativado nos permite avaliar se o efeito de interferéncia é independente da replicacéo
viral. Assim, este primeiro estimulo seria uma primagem do sistema imune da mosca.
A figura 9A mostra a estratégia utilizada neste experimento, onde o virus inativado,
VSV-UV, foi utilizado para a primagem das moscas e seguido pelo desafio com o virus
vivo (VSV-GFP).

No grupo de moscas previamente injetadas com o virus inativado observamos
um efeito inconsistente quanto a diminuicao da replicagédo do VSV-GFP comparado

ao grupo controle. A figura 9 mostra dois experimentos representativos desta
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variabilidade. Em um deles, verificamos a reducéo significativa da carga viral do VSV-
GFP apés a primagem pelo VSV-UV enquanto em outro, houve a auséncia de
qualquer efeito da primagem com o virus inativado (compare as figuras 9C e 9E). Em
contraste, o efeito da interferéncia gerada pelo virus vivo foi consistente em ambos 0s
experimentos (figuras 9C e 9E). Nos dois experimentos nds observamos a completa

auséncia da replicacdo do virus inativado, conforme esperado (figura 9B e 9D).
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Figura 9: Efeito da primagem de moscas selvagens pelo VSV inativado por UV sobre uma
infeccdo pelo mesmo virus. A) Representacdo esquematica da estratégia experimental. Moscas
selvagens da linhagem Canton S foram injetadas com 5000 PFU do VSV-UV ou do VSV e quatro dias
ap6s ambos os grupos foram infectados com 500 PFU de VSV-GFP. Trés outros grupos foram criados
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como controle do experimento: um grupo de moscas somente infectado com 500 PFU de VSV-GFP
(MOCK+ VSV-GFP), outro grupo somente injetado com 5000 PFU VSV-UV (VSV-UV+MOCK) e outro
grupo somente infectado com 5000 PFU de VSV (VSV+MOCK). Quatro dias apdés o segundo estimulo
todas as mocas foram coletadas para o processamento de extracdo de RNA. B) e D) Quantificacédo da
expressdo do gene L de VSV entre os grupos de infec¢do. C e E) Quantificacdo da expressédo do gene
GFP entre os grupos de infecgdo. As quantificagbes foram normalizadas pela expresséo do gene
constitutivo Rpl32. Cada simbolo representa uma mosca individual. Os simbolos abertos representam
os individuos que ndo apresentaram sinal de qPCR para VSV ou GFP (N.D. - ndo detectado). Os
valores do limite de deteccgao foram atribuidos aos individuos que nédo apresentaram sinal de gPCR
para a andlise estatistica. Valores de p significativos estéo indicados no grafico. n.s se refere a valores
de p néo significativos.
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Para avaliar se a primagem com outro virus poderia ter um efeito mais
consistente e significativo, nés avaliamos um modelo de infecgdo com o SINV (figura
10A). Neste caso, a primagem de moscas com o SINV inativado (SINV-UV) mostrou
uma tendéncia oposta com relagéo a replicagcdo do virus. N6s verificamos o aumento
significativo da replicagdo do SINV entre as moscas primadas com o SINV-UV,

comparadas ao grupo controle (figura 10B).
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Figura 10: Efeito da primagem de moscas selvagens pelo SINV inativado por UV sobre uma
infeccdo pelo mesmo virus. A) Representacdo esquemaética da estratégia experimental. Moscas
selvagens da linhagem Canton S foram injetadas com 5000 PFU do SINV-UV e quatro dias apds foram
infectadas com 500 PFU de SINV-GFP (SINV-UV+SINV-G). Dois outros grupos foram criados como
controle do experimento: um grupo de moscas somente infectado com 500 PFU de SINV-GFP (MOCK+
SINV-G) e outro grupo somente injetado com 5000 PFU SINV-UV (SINV-UV+MOCK). Quatro dias apés
0 segundo estimulo todas as mocas foram coletadas para o processamento de extracdo de RNA. B)
Quantificagcdo da expressdo do gene nsP2 de SINV normalizada pela expressdo do gene constitutivo
Rpl32. Cada simbolo representa uma mosca individual. Os simbolos abertos representam os individuos
gue nao apresentaram sinal de gPCR para SINV Valores de p significativos estdo indicados no gréfico.
n.s se refere a valores de p nao significativos.
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Diante da inconsisténcia dos resultados com o virus inativado, nés realizamos
outros experimentos para testar diferentes condicdes que poderiam afetar o efeito
gerado por este virus. NOs testamos diferentes linhagens de moscas, temperaturas e
tempos distintos de infeccéo além de variagBes das doses do virus a serem utilizadas.

Para avaliar possiveis efeitos gerados pelo genétipo da mosca, utilizamos
outras linhagens de moscas diferentes das Canton S utilizadas inicialmente. Para isto,
além da utilizacdo das moscas Oregon R, também selecionamos outro genoétipo de
moscas selvagens, a linhagem w[1118]. Em seguida procedemos com a inje¢éao do
VSV-UV seguida pelo desafio com o VSV-GFP (figura 11A). Nestes experimentos,
verificamos que o primeiro estimulo com o virus inativado ndo induziu a diminuigéo da
replicacdo do VSV-GFP em ambas as linhagens de moscas, diferentemente do efeito
gerado pelo virus vivo (figura 11B).
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Figura 11: Andlise do efeito de primagem pelo virus inativado em diferentes genétipos de
moscas selvagens. A) Representacdo esquematica da estratégia experimental. Moscas selvagens
das linhagens w[1118] e Oregon R foram injetadas com 5000 PFU do VSV-UV ou do VSV e quatro dias
apos foram infectadas com 500 PFU de VSV-GFP. Um grupo somente infectado com 500 PFU de VSV-
GFP foi criado como controle do experimento (MOCK + VSV-GFP). Apés quatro dias de infec¢éo, todas
as mocas foram coletadas para o processamento de extracdo de RNA. B) Quantificacdo da expressao
do gene GFP entre os grupos de infeccdo, normalizada pela expressao do gene constitutivo Rpl32.
Cada simbolo representa uma mosca individual. Valores de p significativos estéo indicados no grafico.
n.s se refere a valores de p nao significativos.
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Como ndo houve um efeito de primagem pelo virus inativado em moscas
selvagens das linhagens w[1118] e Oregon R, voltamos a utilizar a linhagem Canton
S para testar variagbes em outros parametros que poderiam contribuir para a
inconsisténcia dos resultados anteriores. Um destes parametros € a temperatura de
manutencdo das moscas infectadas. A temperatura ambiental € um fator que
diretamente influéncia no metabolismo de Drosophila (Berrigan and Partridge 1997) e
poderia afetar o efeito de primagem. Para testar esta hipdtese, nés variamos a
temperatura de manutencéo das moscas apos a infeccdo com VSV-GFP, de 25°C ja
utilizada nos experimentos anteriores para 20°C (figura 12A). No entanto, ndo houve
diferenca significa sobre a replicacdo do VSV-GFP apds a primagem com o virus
inativado (figura 12B). Ja a infecgdo primaria pelo VSV inibiu significamente a
replicacéo do virus da infeccado secundaria na temperatura testada (figura 12B).
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Figura 12: A influéncia da temperatura sobre o efeito de primagem pelo virus inativado. A)
Representacdo esquematica da estratégia experimental. Moscas selvagens da linhagem Canton S
foram injetadas com 5000 PFU do VSV-UV ou 5000 PFU do VSV e mantidas a 25°C. Quatro dias apés
a segunda infeccéo, as mosvas foram infectadas com 500 PFU de VSV-GFP e mantidas a 20°C. Um
grupo de moscas somente infectadas com 500 PFU de VSV-GFP foi criado como controle do
experimento (MOCK + VSV-GFP) e mantidas em na temperatura de 20°C. ApOs quatro dias de
infeccdo, todas as mocas foram coletadas para o processamento de extracdo de RNA. B) Quantificacdo
da expressdo do gene GFP entre os grupos de infeccdo, normalizada pela expressao do gene
constitutivo Rpl32. Cada simbolo representa uma mosca individual. Valores de p significativos estao
indicados no grafico. n.s se refere a valores de p nao significativos.
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Realizamos também uma cinética de replicacéo do VSV-GFP apdés a primagem
com o virus inativado para determinar se o tempo de infecdo seria um fator
determinante (figura 13A). Neste experimento, observamos a reducao significativa da
replicagcdo do VSV-GFP entre o grupo de moscas previamente exposto ao VSV-UV
apos dois dias de infec¢do, mas ndo com quatro e oito dias infec¢do pelo VSV-GFP
(figura 13B).
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Figura 13: Cinética de infec¢cdo do VSV-GFP apés a primagem pelo VSV inativado em moscas
selvagens. A) Representacdo esquematica da estratégia experimental. Moscas da linhagem Canton S
foram injetadas com 5000 PFU de VSV-UV e quatro dias apds foram infectadas com 500 PFU do VSV-
GFP (VSV-UV+VSV-G). Um grupo de moscas somente infectado com 500 PFU de VSV-GFP foi criado
como controle do experimento (MOCK-VSV-G). Trés grupos distintos de individuos foram coletados
com dois, quatro e seis dias apés a infec¢édo pelo VSV-GFP. B) Quantificacdo da expresséo do gene
GFP normalizada pela expressao do gene constitutivo Rpl32 entre os grupos de infecgdo. Cada simbolo
representa uma mosca individual. Valores de p significativos estao indicados no gréfico. n.s se refere a
valores de p nao significativos.
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O tempo de infecgcao parece ser um fator que influencia no efeito de primagem.
Nos tempos iniciais da infec¢do pelo VSV-GFP, o virus ainda néo atingiu a saturacéo
da sua replicacdo e a primagem pelo VSV-UV poderia ser capaz de controlar a
infeccdo pelo VSV-GFP. Para diminuir os efeitos gerados pelo excesso de virus,
diminuimos a dose do VSV-GFP, de 500 PFU para 100 PFU (figura 14A). Novamente,
observamos variabilidade entre dois experimentos com doses distintas do VSV-GFP.
Em um deles, verificamos que com a menor dose do VSV-GFP, a primagem pelo virus
inativado reduziu a sua replicacdo por aproximadamente dez vezes (figura 14B). No
entanto, a réplica do experimento ndo mostrou 0 mesmo efeito gerado pelo virus
inativado, apos a infeccdo com 100 PFU do VSV-GFP, onde ndo detectamos a
diminuic&o da replicagéo viral (figura 14C). Em ambos os experimentos, a primagem
com VSV-UV nao diminuiu a replicacdo do VSV-GFP, apos a infeccdo com 500 PFU
do virus. Em contraste, a prévia infeccao o virus vivo foi capaz de inibir significamente
a infeccdo com 100 e 500 PFU do VSV-GFP (figura 14B e 14C)
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Figura 14: Efeito da primagem pelo VSV inativado em diferentes doses virais. A) Representacao
esguematica da estratégia experimental. Moscas selvagens da linhagem Canton S foram injetadas com
5000 PFU do VSV-UV ou VSV e quatro dias apés, foram infectadas com 500 ou 100 PFU de VSV-GFP.
Dois outros grupos somente infectados com 100 ou 500 PFU de VSV-GFP foram criados como controle
do experimento (MOCK + VSV-GFP). B) e C) Quantificacdo da expressédo do gene GFP normalizada
pela expressédo do gene constitutivo Rpl32 entre os grupos de infecgdo. Cada simbolo representa uma
mosca individual. Os simbolos abertos representam os individuos que ndo apresentaram sinal de gPCR
para GFP (N.D. - ndo detectado). Os valores do limite de deteccao foram atribuidos aos individuos que
nao apresentaram sinal de qPCR para a andlise estatistica. Valores de p significativos estao indicados
no grafico. n.s se refere a valores de p nao significativos.
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Diante da inconsisténcia dos resultados variando as doses de infeccdo com
VSV-GFP, resolvemos testar doses distintas do VSV-UV (figura 15A). Nos
experimentos descritos anteriormente, utilizamos 5000 PFU do VSV-UV para injetar
em cada mosca. No entanto, ao aumentarmos a dose de primagem do virus inativado
para 50.000 PFU néo verificamos a diminuicdo da replicagédo do VSV-GFP entre as
moscas primadas, como seria esperado (figura 15B). Diferentemente, neste
experimento, houve reducéo significativa da carga viral relativa ao VSV-GFP no grupo
primados com a menor dose do VSV-UV, mostrando novamente uma inconsisténcia

entre 0s experimentos.
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Figura 15: Efeito da dose do VSV inativado sobre a infeccdo homdloga pelo virus vivo. A)
Representacdo esquematica da estratégia experimental. Moscas selvagens da linhagem Canton S
foram injetadas com 5000 PFU ou 50.000 PFU do VSV-UV e quatro dias ap6s 0s mesmos grupos foram
infectados com 500 PFU de VSV-GFP. Um grupo somente infectado com 500 PFU de VSV-GFP foi
criado como controle do experimento (MOCK + VSV-GFP). B) Quantificagdo da expressédo do gene
GFP entre os grupos de infec¢cdo normalizada pela expressao do gene constitutivo Rpl32. Cada simbolo



62

representa uma mosca individual. Valores de p significativos estao indicados no gréfico. n.s se refere a
valores de p néo significativos.

Nossos resultados confirmam que a primagem pelo virus inativado gera efeitos
variaveis em diferentes condi¢bes. Para avaliar se o efeito poderia ser observado de
forma mais consistente em outros organismos, nés decidimos avaliar um modelo de
infeccdo sistémica pelo DENV em mosquitos Aedes aegypti. Neste experimento,
utilizamos, um isolado de DENV1 para a primagem com o virus inativado seguido da
infeccdo com o mesmo virus vivo (figura 16A). NOs observamos um aumento
significativo da carga viral de DENVL1 entre os individuos previamente primados com
0 virus inativado (figura 16B). Em nosso modelo, também testamos o efeito de
primagem pelo SINV inativado (SINV-UV) sobre a infecgdo com o DENV1 (figura 16B).
Nés observamos novamente um efeito oposto, onde a inje¢cdo com o SINV-UV induziu

um aumento significativo da replicagédo do DENV1 (figura 16C).
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Figura 16: A primagem por um virus inativado interfere positivamente sobre a replicacédo do
DENV1 em mosquitos. A) Representac@o esquematica da estratégia experimental. Mosquitos Aedes
aegypti foram injetados com 5000 PFU de DENV1 inativado ou SINV inativado e quatro dias apds foram
infectados com 500 PFU de DENV1 (DV1-UV+DV ou SINV-UV+DV1). Quatro dias apds a infec¢éo viral
todos os individuos foram coletados para o processamento de extracdo RNA. B) Quantificacdo da
expressdo do gene C de DENV1 entre os grupos de infecgdo. Cada simbolo representa um mosquito
individual. Valores de p significativos estdo indicados no grafico.
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Nossos resultados sugerem que a primagem com um virus inativado pode ter
efeitos positivos e negativos sobre a replicagdo de um virus vivo em diversos modelos
testados. Em contraste, o efeito de interferéncia gerado pela infec¢@o primaria com o
virus vivo foi consistente em diferentes condi¢des. Estes resultados sugerem que o
efeito de interferéncia é dependente da replicacdo do primeiro virus seja por
competicdo direta ou por inducdo de um mecanismo antiviral dependente da

replicacao.

5.3 Avaliacdo dos efeitos do pré-tratamento de moscas com dsRNA contra
0 VSV sobre uma infecgéo viral.

Um intermediario da replicacéo viral poderia ser o estimulo responsavel pela
primagem da resposta antiviral em moscas expostas a uma infeccao primaria. Assim,
decidimos avaliar o efeito de moléculas de dsRNA, um intermediario da replicacao
viral, sobre a infec¢do pelo VSV. Diversos trabalhos na literatura demonstraram que o
tratamento de moscas com dsRNA complementar a uma sequéncia viral € capaz de
induzir protecéo contra a infeccéo por virus de RNA polaridade positiva como o DCV
e SINV (Saleh, Tassetto et al. 2009, Tassetto, Kunitomi et al. 2017). No entanto, o
efeito do tratamento de um dsRNA contra um virus de genoma RNA com polaridade

negativa como o VSV nunca foi testado.

Para testar se 0 dsRNA viral seria capaz de conferir protecdo em nosso modelo,
nos sintetizamos um dsRNA complementar a sequéncia do gene N do VSV, como
tratamento prévio a infeccéo pelo VSV (figura 17A e 17B). Neste experimento também
foi utilizado o virus vivo para comparacdo dos efeitos gerados sobre replicacdo do
VSV-GFP (figura 17B). Pela quantificacdo da carga viral utilizando primers que
amplificam o gene L, observamos a reducédo significativa do VSV-GFP entre as
moscas previamente tratadas com o dsVSV (figura 17C). Como o GFP € um gene
reporter que reflete a replicacdo viral o tratamento prévio com o dsVSV reduziu
significamente a sua expressdo, da mesma forma que o virus vivo (VSV) interferiu
(figura 17D) Assim, o dsRNA complementar a sequencias virais parece inibir a

replicacdo do VSV da infec¢do de maneira similar ao virus vivo.
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Figura 17: O tratamento com dsRNA complementar a sequencias virais reduz a replicagédo do
VSV de uma infec¢do subsequente. A) Mapa do genoma do VSV-GFP com os iniciadores utilizados
para a geracdo de dsRNAs e para a deteccdo da carga viral por gPCR. Parte da sequéncia referente
ao gene N do VSV (427-962) foi utilizada como molde para a constru¢éo de dsVSV (Primer 1 e Primer
2). Para a deteccédo da carga viral por gPCR, iniciadores foram desenhados na sequéncia do gene L
(Primer 3 e Primer 4). B) Representa¢édo esquematica da estratégia experimental. Moscas da linhagem
Canton S foram tratadas com 150 ng de dsVSV e quatro dias ap6és, foram infectadas com 500 PFU de
VSV-GFP (dsVSV+VSV-G). Como controle do experimento, um grupo de moscas foi tratado com a
mesma quantidade de dsRNA relativo a Firefly Luciferase seguido da infeccao por VSV-GFP (Fluc +
VSV-G). 5000 PFU de VSV também foi utilizado como primeiro estimulo seguido da infec¢cdo com 500
PFU de VSV-GFP (VSV+VSV-G). Um grupo somente infectado com 500 PFU de VSV-GFP foi utilizado
como controle da carga viral da segunda infeccdo (MOCK+VSV-G). Quatro dias apds a segunda
injecdo, todas as mocas foram coletadas para o processamento e extragdo de RNA. C) Quantificacéo
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da expresséo do gene L de VSV. D) Quantificacdo da expresséo do gene GFP. As quantificagdes foram
normalizadas pela expressdo do gene constitutivo Rpl32. Os simbolos abertos representam os
individuos que nao apresentaram sinal da deteccao por gPCR de VSV ou GFP (ND — néo detectado).
Os valores do limite de detecgéo foram atribuidos aos individuos que ndo apresentaram sinal de gPCR
para a analise estatistica. Valores de p significativos estao indicados no grafico.

5.5 Mecanismo de primagem da via de siRNAs contra o VSV pelo
tratamento com dsRNAs

Nossos resultados sugerem que a geracdo de dsRNA como intermediario da
replicacao viral durante uma infeccéo primaria poderia gerar interferéncia sobre uma
infeccdo secundéaria homologa. O dsRNA € presumivelmente processado pela via de
SiRNAs para geracdo de siRNAs que silenciariam RNAs virais no momento da
infeccdo subsequente, como um mecanismo de primagem da via de RNA de
interferéncia. Assim, decidimos investigar o mecanismo pelo qual a replicacéo viral

seria inibida apés o estimulo por um dsRNA complementar.

A atividade antiviral da via de siRNAs pode envolver o silenciamento de
diferentes classes de RNA como o genoma viral ou mensageiros. Os trabalhos da
literatura sugerem que os siRNAs poderiam silenciar diretamente o RNA gendmico,
no caso de virus de RNA. No entanto, nosso grupo demostrou que RNAs
poliadenilados, presumivelmente os mensageiros, parecem ser os alvos preferencias
do silenciamento direto pela via de siRNAs (Marques, Wang et al. 2013). Desta
maneira, nos propusemos a avaliar se 0s siRNAs gerados pelo processamento do
dsRNA com sequencias virais seriam capazes de silenciar diretamente o genoma viral

ou somente os RNAs mensageiros produzidos durante a infeccéo pelo VSV.

Como estratégia experimental, além da utilizacdo do dsRNA complementar ao
gene N do VSV, também construimos um dsRNA complementar ao gene GFP
(dsGFP) que estéa inserido no genoma do VSV entre os genes G e L do virus (figura
18A). Como o GFP nado € um gene essencial para o virus e caso o tratamento com
dsGFP venha a afetar a replicacdo do VSV-GFP, estes resultados seriam um
indicativo que os siRNAs estariam silenciando diretamente o genoma viral. A figura
18B exemplifica a estratégia experimental do tratamento com os dsRNAs e a posterior
infeccdo com VSV-GFP em moscas selvagens. Verificamos que o tratamento com o

dsVSV reduziu os niveis de replicagdo do VSV, quantificado pela expresséo do gene
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L viral, em aproximadamente cem vezes (figura 18C). Entretanto, ndo observamos
reducéo significativa na carga viral do VSV-GFP entre o grupo de moscas previamente
tratado com o dsGFP (figura 18C).
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Figura 18: O processamento do dsRNA induz a degradacédo de RNAs virais da infec¢éo por VSV.
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dsRNAs e para a detecc¢do da carga viral por gPCR. Para a construgéo de dsGFP, foram desenhados
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iniciadores complementares as sequencias de nucleotideos entre 4863 e 5244 de GFP (Primer 5 e
Primer 6). Para a sua detecc¢do por gPCR, foram desenhados iniciadores entre as sequencias 5271-
5374 do mesmo gene (Primer 7 e 8). Painel abaixo: PCR qualitativo para a determinagcéo da posicao
de GFP no genoma de VSV através da amplificacdo das jun¢fes das sequencias das proteinas G e
GFP (G-GFP) e GFP e polimerase (GFP-L). Como controle negativo, foi utilizado o VSV selvagem. B)
Desenho experimental da estratégia de tratamento com dsRNAs. Moscas selvagens da linhagem
Canton S foram injetadas com 150 ng de dsVSV ou dsGFP e 4 dias ap6s foram infectadas com 500
PFU de VSV-GFP. Como controle, um grupo de mocas foi injetado com 150 ng de dsFluc seguido da
infeccdo por VSV-GFP. Quatro dias apés a infeccdo, todas as mocas foram coletadas para o
processamento de extracdo de RNA. C) Quantificacdo da expressado do gene L de VSV entre 0s grupos
de infeccdo normalizada pela expressdo do gene constitutivo Rpl32. Cada simbolo representa uma
mosca individual. Valores de p significativo esta indicado no grafico.
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Em seguida realizamos um experimento para avaliar a cinética de replicagédo
do VSV-GFP apés o tratamento com dsVSV ou dsGFP (figura 19A). Verificamos que
o tratamento com o dsVSV complementar a sequéncia do gene N induziu a diminui¢édo
significativa da expressdo do gene L apos dois, quatro e oito dias de infeccdo (figura
19B). O seu tratamento também reduziu significamente a expressdao do gene GFP
com dois e quatro dias de infeccdo (figura 19C). A reducao da expressao do gene L
pelo tratamento com o dsVSV foi menor com oito dias de infec¢cdo comparado ao efeito
em tempos mais precoces de infeccao (figura 19B). Ja a expressao de GFP apés oito
dias de infec¢éo néo foi reduzida no mesmo tempo de infec¢éo apés o tratamento com
dsVSV (figura 19C). Estes resultados sugerem que o efeito do dsRNA é dependente
do tempo da infeccdo e que, eventualmente, o virus € capaz de escapar O

silenciamento.

Em contraste com o dsVSV, o tratamento de moscas com o dsGFP n&o inibiu
a replicacéo viral medida pelos niveis de expressao do gene L de VSV em todos os
tempos de infeccéo (figura 19B). O dsGFP parece favorecer a infecgéo viral, com dois
dias de infeccdo, onde ha um aumento significativo da carga viral entre os individuos
previamente tratados com o dsGFP (figura 19B). Estes resultados reforcam a ideia
gue o dsGFP nao é capaz de inibir a infeccéo viral e poderia ainda competir pelo

maquinario da via de siRNAs de forma a favorecer a replicacdo do virus.

Apesar de ndo afetar a replicacao viral, o dsGFP deveria pelo menos agir sobre
o transcrito de GFP separadamente. No entanto, ndo observamos efeito do dsGFP
nem mesmo sobre a expressdo do gene reporter (figura 19C). O VSV é um virus de
polaridade negativa que possui muitas espécies de RNA virais em células infectadas:
0 genoma de polaridade negativa, o antigenoma de polaridade positiva e 0s transcritos
virais. A nossa estratégia de deteccdo dos RNAs utiliza iniciadores randémicos que
nao diferenciam os tipos de RNA viral. Assim, mesmo que os transcritos de GFP
tenham sido silenciados, eles representam uma porcentagem pequena em relagéo

aos RNAs virais totais, principalmente ao genoma de polaridade negativa.
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Figura 19: Cinética de replicacdo viral apés o tratamento com dsRNAs complementares a
sequéncias de VSV. A) Representagdo esquematica da estratégia experimental. Moscas da linhagem
Canton S foram tratadas com 150 ng de dsVSV ou dsGFP e quatro dias apds, foram infectadas com
500 PFU de VSV-GFP (dsVSV+VSV-G). Como controle do experimento, um grupo de moscas foi
tratado com a mesma quantidade de dsRNA relativo a Firefly Luciferase seguido da infeccdo por VSV-
GFP (Fluc + VSV-G). Dois, quatro ou oito dias apés a infeccdo, todas as mocas foram coletadas para
0 processamento e extracdo de RNA. B) e D) Quantificacdo da expressédo do gene L de VSV entre os
grupos de infeccdo. C) e E) Quantificacdo da expressédo do gene GFP entre os grupos de infecgdo. Em
B) e C) Reagfes de RT-gPCR realizadas com primers randémicos. Em D) e E) Reacdes de RT-gPCR
realizadas com primers de oligo-dT. As quantificagBes foram normalizadas pela expressdo do gene
constitutivo Rpl32. F) Quantificacdo da expressédo do gene GFP normalizada pela expressdo do gene
L de VSV. Cada simbolo representa uma mosca individual. Os simbolos abertos representam os
individuos que ndo apresentaram sinal da deteccao por q°PCR de GFP (ND — nédo detectado). Os
valores do limite de deteccéo foram atribuidos aos individuos que ndo apresentaram sinal de gPCR
para a analise estatistica. Valores de p significativos estéo indicados no gréfico. n.s se refere a valores
de p néo significativos.
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Para quantificar preferencialmente os transcritos virais, nos utilizamos um
primer de oligo-dT para sintese do cDNA, uma vez que o genoma do VSV néo é
poliadenilado. Observamos a reducéo significativa da expresséo dos genes L e GFP
entre o grupo de moscas previamente tratadas com o dsVSV apéds dois e quatro dias
de infeccdo, mas nao com oito dias de infeccao (figura 19D e 19E). Embora o dsVSV
seja complementar a sequéncia do gene N do virus, 0 seu processamento parece
interferir indiretamente na producdo dos transcritos referentes a L e GFP, ja que a
expressdo do gene N é essencial para a replicacdo e transcricdo dos genes virais.

Em relacdo ao tratamento com o dsGFP, n&o houve inibicdo da expressao do
gene L do VSV entre as moscas previamente tratadas em todos os tempos de
infeccdo, apos as reacdes com oligo-dT (figura 19D). Novamente, houve o efeito
positivo sobre a infeccéo viral, onde observamos o aumento significativo da expressao
do gene L apds o tratamento com o dsGFP com dois e quatro dias de infeccéo (figura
19D). Verificamos também que ndo houve reducdo da expressdo de GFP apos o

tratamento com dsGFP, mesmo nas reac6es com o primer de oligo-dT (figura 19E).

Em nossas analises, normalizamos a quantificacdo da expressao de cada gene
viral pela expressdo de um gene expresso constitutivamente na mosca, o Rpl32. E
presumivel que seus niveis de expressao sejam constantes, independentemente da
condicao de infeccéo. Diferentemente, os genes virais, como o gene L, somente serao
expressos apos a infeccdo do virus na célula, podendo variar os seus niveis de
expressao ao logo da cinética de infeccdo. Para melhor visualizar o efeito gerado pelo
dsGFP sobre o seu proprio transcrito, nés normalizamos os niveis de expressao do
gene GFP pelos niveis de expresséo do gene L de VSV, ja que este gene é expresso
durante a infec¢éo viral, mas nao € afetado pelo dsGFP. Nesta analise foi possivel
observar melhor a interferéncia gerada pelo dsGFP sobre a transcri¢cdo do seu préprio
gene, onde detectamos a reducéo significativa da expressédo de GFP viral ap6s dois
e quatro dias de infeccao (figura 19F). Com oito dias de infec¢cdo, ndo houve o
silenciamento, provavelmente pelo excesso da replicacdo viral, como observado nos

resultados anteriores.

Para confirmar a eficiéncia do dsGFP na auséncia de diversos tipos de RNAs
virais que poderiam dificultar a andlise, nés injetamos o0 dsRNA em moscas que

expressam GFP sobre o controle de um promotor especifico de hemdécitos (hml-delta-
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GAL4, UAS-GFP). Como demonstrado na figura 20, houve a diminui¢do significativa
da expresséo de GFP entre o grupo de moscas tratado com o dsGFP, comparado ao
grupo controle, confirmando que o dsGFP é funcional e induz o silenciamento do seu
proprio gene.

sk ke
6.0%x108- p<0.0001

4.0x10%

2.0x10°+

Niveis de RNA de GFP
(normalizados por Rpl32)

Figura 20: O dsRNA complementar ao GFP silencia a producdo endégena do gene in vivo.
Moscas do genétipo hml-delta-GAL4,UAS-GFP foram injetadas com 150 ng de dsGFP ou dsFluc. Trés
dias apés a injecdo, todas as moscas foram coletadas para a extracdo de RNA e andlise da expresséo
de GFP normalizada pela expressao de Rpl32. Cada simbolo representa uma mosca individual. Valor
de p significativo esta indicado no grafico.
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Em conjunto, nossos resultados indicam que o RNA genémico do virus ndo é
alvo direto da acdo dos siRNAs. O aumento do tempo de infeccdo e
consequentemente a saturacdo da replicagcdo do virus parecem ser fatores

determinantes na durabilidade do efeito gerado pelo tratamento com um dsRNA.

5.6 Mecanismo de primagem da via de siRNAs contra o SINV apés o

tratamento com dsRNAs

Os resultados anteriores sugerem que 0S transcritos virais sao
preferencialmente os alvos da acao dos siRNAs gerados pelo processamento de um
dsRNA. Para validar esta hip6tese, nés utilizamos o SINV que apresenta uma
estratégia de replicacdo diferente do VSV. O genoma do SINV ¢ fita simples de RNA
com polaridade positiva que é poliadenilado e pode agir diretamente como RNA
mensageiro. Na fase inicial da infeccdo, as proteinas nao estruturais (nsP1234) séao
produzidas a partir do genoma viral e formam o complexo replicativo que sintetiza o
antigenoma de polaridade oposta para a sintese dos RNAs gendmicos e
subgendmicos. O subgenoma de RNA é sintetizado a partir da regido 3’ do genoma
viral, agindo como um RNA mensageiro para a traducao das proteinas estruturais do

virus.

Em nosso modelo, sintetizamos um dsRNA complementar a sequéncia génica
da proteina nsP4, a RdRp viral. Utilizamos também o dsRNA complementar ao GFP
(dsGFP), uma vez que o SINV é recombinante e expressa o0 gene reporter a partir de
um RNA subgendémico extra (figura 21A). Como no caso do VSV, o GFP néo é
essencial para a replicacdo do SINV e o tratamento com o dsGFP s¢ afetaria a sua
replicacdo caso o proprio genoma viral fosse silenciado. Assim realizamos uma
cinética de replicacdo viral apos o tratamento com cada dsRNA, para avaliar a sua

capacidade em inibir a replicacdo do SINV (figura 21B).

Ao quantificarmos os niveis de expressdo do gene nsP2, verificamos a sua
reducédo significa entre os grupos de moscas previamente tratadas com o dsSINV,
apos dois, quatro e oito dias de infeccéo (figura 21C). Para confirmar o efeito do
dsSINV, analisamos também a expressdo do RNA subgendmico que codifica os
genes estruturais e observamos uma reducao significativa com dois dias de infec¢éo
(figura 21D). Similar ao efeito do dsGFP sobre o VSV-GFP, este dsRNA ndao interferiu
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sobre a expressao de nsP2 apos dois e quatro dias de infec¢cdo embora tenha induzido

uma diminuicdo com oito dias (figura 21C).
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Figura 21: Cinética de replicacdo viral apés o tratamento com dsRNAs complementares a
sequéncias de SINV. A) Mapa do genoma do SINV-GFP com os iniciadores utilizados para a geragéo
de dsRNAs e para a deteccdo da carga viral por qPCR. Para a construcdo de dsSINV, foram
desenhados iniciadores complementares as sequéncias de nucleotideos entre 5920-6424 de SINV-
GFP (Primer 1 e Primer 2). Para a sua detec¢cdo por qPCR foram desenhados iniciadores
complementares as sequéncias 3097-3162 (Primer 3 e Primer 4) e 11101-11242 (Primer 5 e Primer 6).
Para a construcdo de dsGFP foram desenhados iniciadores complementares a sequéncia 7797-8178
(Primer 7 e Primer 8). Para a sua deteccéo por gPCR foram desenhados iniciadores complementares
as sequéncias de nucleotideos entre 8205-8308 (Primer 9 e Primer 10). B) Representacio esquematica
da estratégia experimental. Moscas da linhagem Canton S foram tratadas com 150 ng de dsSINV ou
dsGFP e quatro dias apds, foram infectadas com 500 PFU de VSV-GFP (dsSINV+SINV-G). Como
controle do experimento, um grupo de moscas foi tratado com a mesma quantidade de dsRNA relativo
a Firefly Luciferase seguido da infeccdo por VSV-GFP (dsFluc + SINV-G). Dois, quatro ou oito dias
apo6s a infeccdo, todas as mocas foram coletadas para o processamento e extracdo de RNA. C)
Quantificacdo da expressédo do gene nsP2 de SINV entre os grupos de infeccdo. D) Quantificacdo da
expressdo do gene sP de SINV entre os grupos de infec¢do. E) Quantificacdo da expressdo de GFP
entre os grupos de infec¢cdo. As quantificacdes foram normalizadas pela expresséo do gene constitutivo
Rpl32. F) Quantificacdo da expressdo de GFP normalizada pela expressdo do gene nsP2 de SINV.
Cada simbolo representa uma mosca individual. Os simbolos abertos representam os individuos que
ndo apresentaram sinal da deteccdo por gqPCR de GFP (ND — ndo detectado). Os valores do limite de
deteccdo foram atribuidos aos individuos que ndo apresentaram sinal de gqPCR para a analise
estatistica. Valores de p significativos estdo indicados no gréfico. n.s se refere a valores de p nédo
significativos.



79

Em seguida avaliamos os niveis dos transcritos de GFP e observamos a
reducdo significativa entre o grupo de moscas previamente tratadas com dsGFP apo6s
dois e quatro dias de infeccao (figura 21E). A capacidade de observamos o efeito do
silenciamento direto do GFP expresso pelo SINV é devido ao fato que o gene reporter
€ expresso a partir de um subgenoma independente. Este RNA age diretamente como
um RNA mensageiro e é encontrado em maior abundancia que o RNA gendmico.
Assim, é possivel observar o silenciamento do RNA subgenémico mesmo que nao

haja efeito sobre o RNA gendmico do virus que também contém a sequéncia de GFP.

Para corroborar os resultados anteriores, normalizamos 0s niveis da expressao
de GFP sobre os niveis da expressdo de nsP2, gene que ndo € afetado pelo
tratamento com dsGFP. Nesta analise, observamos novamente a redugao significativa
da expressdo de GFP apos dois e quatro dias de dias de infeccdo entre as moscas
tratadas com o seu dsRNA (figura 21F). Assim, o dsGFP foi capaz de silenciar o RNA
subgendmico especifico, mas provavelmente ndo o RNA gendmico e, por isto, ndo
teve efeito sobre outros RNAs virais como nsP2 e sP nos tempos precoces de
infeccdo. Logo, os siRNAs gerados pelo processamento do dsRNA parecem silenciar

preferencialmente os RNAs mensageiros virais.

5.7 O papel de componentes de mecanismos antivirais no controle da
infeccdo secundaria pelo VSV em moscas expostas a uma infeccdo primaria

homéloga

O dsRNA complementar a sequencias virais induziu a diminuicdo da replicacao
do VSV de maneira similar a exposicao prévia ao virus vivo. Assim, o efeito da
exposicado das moscas ao primeiro virus sobre uma infeccdo secundaria poderia ser
mediado pela geracdo de dsRNA como intermediario da replicacéo viral. O dsRNA é
o principal ativador da via de siRNAs, ao ser reconhecido e clivado pela enzima Dcr-
2, gerando pequenos RNAs que sdo carregados ha nucleasse AGO2 que ira silenciar
alvos cognatos (de Faria, Olmo et al. 2013). Uma demonstracdo da importancia da via
de siRNAs para a resposta antiviral € a susceptibilidade de moscas deficientes para
Dcr-2 e AGO2 a infeccéo viral (Galiana-Arnoux et al., 2006; Rij et al., 2006; Wang et
al., 2006).
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Trabalhos de varios grupos incluindo o nosso, demonstraram que a infeccao
por VSV induz a produgdo de siRNAs provindos de dsRNA gerados durante a
replicacdo do virus (Marques et al., 2013; Mueller et al., 2010). Assim, o dsRNA
poderia ser o principal responséavel pelo efeito de interferéncia gerado por uma
infeccdo primaria ao ser reconhecido pela via de siRNAs para gerar os siRNAs virais
que silenciariam sequencias complementares de RNA do virus da infeccdo
secundéria. Para avaliar se a via de siRNAs seria necessaria para o efeito de
interferéncia de uma infeccao primaria, nos utilizamos moscas deficientes em Dcr-2 e
AGO2, componentes centrais da via (figura 22A). Entre o grupo de moscas controle,
observamos a reducao significativa da carga viral relativa a infeccdo secundaria, pela
expressdo de GFP, corroborando os resultados anteriores em moscas selvagens
(figura 22B). Em moscas deficientes pra Dcr-2, nés observamos uma redugédo ainda
maior da carga viral referente a infecgdo secundaria onde a maioria dos individuos
apresentou niveis abaixo do detectavel da expressdo de GPF (figura 22B).
Observamos resultados muito similares em moscas deficientes para AGO2 onde
novamente detectamos um efeito de interferéncia exacerbado sobre a replicacéo
VSV-GFP apos a infeccao primaria pelo VSV (figura 22C). Assim, a infec¢do prévia
pelo VSV inibe significamente com a replicacdo de um virus durante uma infeccéo

secundaria de forma independente da via de siRNAs.
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Figura 22: O efeito de interferéncia pelo VSV sobre o estabelecimento de uma infecc¢éo viral
homoéloga nédo é dependente da via de RNAi. A) Representagdo esguematica da estratégia
experimental. Moscas deficientes para Dcr-2 (r2d2(1)dcr-2(L811fdx)/Df(2R)BSC45) e seus controles
r2d2(1)dcr-2(L811fdx)/ Df(2R)BSC45-P{genomic rescue dicer-2) foram infectadas com 5000 PFU de
VSV e quatro dias apds foram infectadas com 500 PFU de VSV-GFP (VSV+VSV-G). Um grupo somente
injetado com 500 PFU de VSV-GFP foi criado como controle da infecgdo. (MOCK-VSV-G). Moscas
deficientes para Ago2 (AGO2[414]/AGO2[VI966M]) e seus controles (ago2[414]/+) também foram
submetidos as mesmas condic¢8es de infec¢do. Apos quatro dias da segunda infec¢éo todas as moscas
foram coletadas para a extracdo de RNA. B) e C) Quantificacéo da expressdo do gene GFP entre os
grupos de infec¢cdo normalizada pela express@o do gene constitutivo Rpl32. Cada simbolo representa
uma mosca individual. Os simbolos abertos representam os individuos que ndo apresentaram sinal de
gPCR para GFP (ND — nao detectado). Os valores do limite de detecc¢ao foram atribuidos aos individuos
gue ndo apresentaram sinal de gPCR para a analise estatistica. Valores de p significativos estao
indicados no gréfico. n.s se refere a valores de p néo significativos.
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Embora a via de siRNAI ndo seja um mecanismo de primagem imune, outras
respostas imunes poderiam contribuir para o controle da infeccdo secundaria apés a
infeccdo primaria em moscas. Os hemdcitos, sdo células fagocitarias importantes no
controle da infeccdo pelo VSV (Lamiable, Arnold et al. 2016). Estas células também
foram associadas a captacdo de dsRNA viral para ativar uma resposta sistémica

mediada pela via de siRNA em Drosophila (Tassetto, Kunitomi et al. 2017).

Para avaliar a participacao dos hemdcitos em mediar o efeito de primagem, nés
utilizamos moscas depletadas geneticamente para estas células e procedemos com
a estratégia de infecgcéo utilizado o VSV e o VSV-GFP. Observamos que a prévia
infeccdo com VSV reduziu significativamente a replicacdo do VSV-GFP mesmo na
auséncia dos hemacitos, assim como ocorreu com 0s grupos controles (Figura 23A).
Embora os hemdcitos sejam importantes na resposta antiviral contra o VSV, nao
verificamos 0 aumento da replicacao viral na auséncia destas células. Como a carga
viral foi quantificada pela expressao de GFP, é necessario quantificarmos a expressao
outro gene viral, para analisarmos a participacdo dos fagocitos na resposta contra o
VSV.
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Figura 23: Analise da contribuicdo dos hemdcitos no controle da infec¢cédo secundéria viral apds
a infeccéo priméaria homoéloga. A) Representacdo esquematica da estratégia experimental. Moscas
deficientes para hemacitos (P{HmI-GAL4}/{UAS-bacx}) e seus controles (P{HmI-GAL4}/Cyo) foram
infectadas com 5000 PFU do VSV e quatro dias apés, foram infetadas com 500 PFU de VSV-GFP
(VSV+VSV-G). Um grupo somente infectado com 500 PFU de VSV-GFP foi criado como controle do
experimento (VSV+VSV-G). B) Quantificacdo da expresséo do gene GFP entre os grupos de infecc¢éo,
normalizada pela expressao do gene constitutivo Rpl32. Valores de p significativos estédo indicados no
gréfico. n.s se refere ao valor de p nao significativo.
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Portanto, o efeito de interferéncia observado por nds provavelmente ndo
constitui um mecanismo de primagem imune e sim de competi¢do viral. Mesmo na
auséncia de componentes da resposta antiviral em moscas, verificamos o efeito de
interferéncia sobre a replicacdo do virus da infeccdo secundaria ap6s uma prévia
infeccdo. Embora o tratamento com dsRNA isoladamente interfira com a replicacao
do VSV, no contexto de uma infecgéo viral, a competicao entre os virus parece ser
mais importante para o efeito de interferéncia do que a ativagdo da via de siRNAs ou
participacdo dos hemocitos.
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6. DISCUSSAO

Nosso trabalho mostrou a existéncia de um mecanismo de interferéncia sobre
a infeccdo viral secundaria apés a infeccdo primaria pelo virus homélogo em
Drosophila melanogaster. Este mecanismo € dependente da replicagdo viral, uma vez
gue o VSV e o SINV inativados por luz UV néo induzem de forma consistente a
diminuicdo carga viral de uma infec¢cdo subsequente. Embora a replicacéo viral seja
importante em induzir o efeito de interferéncia, 0os nossos resultados sugerem que o
dsRNA de origem viral ndo seja o principal ativador deste mecanismo. Mesmo na
auséncia do processamento do dsRNA pela via de siRNAs e consequentemente
producéo de siRNAs virais, houve inibicdo da replicacdo do VSV-GFP referente a
segunda infeccdo, apos a prévia infec¢éo pelo VSV em moscas deficientes para a via.

O aumento da carga viral em moscas deficientes para AGO2 e Dcr-2, poderia
levar a0 consumo de grande parte dos recursos celulares necessarios para a
replicacdo e montagem da particula viral apos a primeira infecgdo. Assim, ao infectar
a célula, o segundo virus ndo encontra recursos suficientes para a sua replicacao
levando a reducao da carga viral. Portanto, mesmo que a via de RNAI seja importante
para controlar a infeccao pelo VSV, ela ndo € o mecanismo que inibe a replicacdo do
segundo virus. Sugerimos entdo que o efeito de interferéncia observado por nés seja
consequéncia da competicdo direta entre 0s virus € ndo um mecanismo primagem

imune antiviral.

Devemos considerar também, que na auséncia de Dcr-2 e AGO2, poderia
haver a ativacdo de outras vias antivirais para compensar a deficiéncia da via de
siRNAs. Assim, a ativacdo destes mecanismos poderia mediar o controle da infeccéo
secundaria. Em nosso modelo, utilizamos moscas deficientes para hemacitos, ja que
estas células sdo necessarias para o controle de algumas infeccdes virais em
Drosophila (Lamiable, Arnold et al. 2016). No entanto, o efeito de reducédo da
replicacdo viral do VSV ap0s o estimulo viral ocorre mesmo na auséncia dos fagaocitos.
Este resultado corrobora a hip6tese de que moscas nao apresentam um mecanismo
de imunidade primada apos a infecdo viral, embora apresentem um mecanismo da
primagem da via de siRNA ativado por um dsRNA isoladamente. Neste caso, 0s

hemdcitos poderiam contribuir para o efeito de primagem da via apds a endocitose do
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dsRNA, como mencionado no trabalho de Tassetto e colaboradores (Tassetto,
Kunitomi et al. 2017).

Além do efeito de reducdo da carga viral apos a primeira infeccao viral, também
observamos o efeito oposto, onde o VSV parece interferir de maneira positiva sobre a
infeccdo subsequente com o SINV em moscas selvagens, bem como o SINV-UV
parece favorecer a replicacdo do mesmo virus e do DENV1. Alguns trabalhos
descrevem este efeito como “acomodacgao viral”, onde os dois virus podem co-existir
dentro do mesmo hospedeiro, de forma que um virus afete de maneira positiva a
infecgcdo por outro virus (Sivaram, Barde et al. 2010). Neste caso, o efeito se refere a

um mecanismo de interferéncia viral.

Apesar de ndo observarmos a existéncia de primagem imune antiviral em
Drosophila, nosso modelo possibilitou caracterizar a nivel molecular uma parte do
mecanismo de silenciamento induzido pelo complexo RISC. Os siRNAs gerados pelo
processamento de um dsRNA complementar a sequencias virais associados a AGO2,
promovem a clivagem de sequencias de RNAs virais, contribuindo para a inibicdo da
replicacéo do virus de uma infeccao subsequente. Utilizando dois modelos virais que
apresentam estratégias distintas de replicacdo encontramos uma caracteristica
importante da resposta antiviral baseada na via de siRNAs: 0os seus transcritos
parecerem ser preferencialmente os alvos acdo dos siRNAs e consequentemente

clivagem pela AGO2.

Andlise de sequenciamento de pequenos RNAs apos a infeccdo com SINV e
VSV em Drosophila, mostrou que os siRNAs virais se originam tanto do genoma
guanto do antigenoma de ambos os virus ao identificarem a distribuicdo dos siRNAs
em ambas as fitas de RNA (Mueller, Gausson et al. 2010, Marques, Wang et al. 2013).
Este mapeamento foi em nimeros equivalentes nas fitas senso e antisenso dos virus,
indicando que o dsRNA é preferencialmente o substrato da biogénese de siRNAs. O
intermediéario viral de dsRNA pode originar a partir da transcricdo de genes virais,
guando ha a formacéo do duplex de transcrito-genoma, no caso de virus de RNA de
polaridade negativa e duplex de transcrito-antigenoma, no caso de virus de RNA de
polaridade positiva. Pode ainda originar de intermediarios de genoma e antigenoma

durante a replicagcéo. Assim, o processamento de dsRNA gera os siRNAs virais que,
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associados a AGO2, poderiam silenciar o genoma ou o antigenoma de polaridade

oposta, além dos transcritos virais.

Inicialmente, o tratamento prévio com dsVSV complementar a sequéncia N nao
permitiu diferenciar qual espécie de RNA seria alvo dos siRNAs. Neste caso, 0s
siRNAs gerados pelo processamento do dsVSV poderiam se ligar no seu RNA
mensageiro ou diretamente na sequéncia referente ao gene N no genoma viral. Uma
vez que ocorre o silenciamento de qualquer parte do genoma, ou de um gene
essencial para o virus, havera a interferéncia na expressdo dos demais genes virais,
como o gene L e o gene GFP. O prévio tratamento com um dsRNA complementar ao
gene recombinante de GFP que também é expresso no VSV nao inibiu a expresséo
do gene L. Este resultado indica que os siRNAs gerados pelo processamento de
dsGFP néao se ligam diretamente no seu genoma viral. Eles parecem se ligar no seu
RNA mensageiro alvo, promovendo a sua clivem no complexo RISC, e, portanto,
somente inibindo a expressao de GFP. Como GFP ndo é um gene essencial para a
replicacéo viral, o seu silenciamento néo interfere com a expressédo do gene L. Além
do dsGFP néo ser capaz de inibir a infeccdo viral, poderia ainda competir pelo
maquinario da via de siRNAs, favorecendo a replicacdo do virus. O tratamento com
dsGFP parece sobrecarregar a via de siRNA de modo que a replicacao pelo VSV-GFP
nao seja controlada eficientemente bem por esta via nos tempos precoces da infec¢ao
(figuras 19B e 19D).

O genoma do VSV é aproximadamente seis vezes mais abundante que o
antigenoma que é usado como template para a sintese dos transcritos (Marques,
Wang et al. 2013). Este fato provavelmente impossibilitou a detec¢ao do silenciamento
do dsGFP sobre o seu proprio transcrito (figura 19C e 19E). No entanto, a
normalizacdo da expressdo de GFP sobre a expresséo do gene L, que nao é afetado
pelo dsGFP, mostrou uma reducao significativa da expressdo do gene reporter apos
dois e quatro dias de infeccdo indicando que os siRNAs sdo capazes de mediar o

silenciamento dos transcritos virais (figura 19F).

O SINV é um virus de RNA de polaridade positiva, poliadenilado e o seu
genoma age como RNA mensageiro da poliproteina ndo estrutural na fase inicial da
infeccdo. Portanto, a realizagcdo de reagbes de RT-gPCR com oligo-dT ndo nos

ajudaria a quantificar preferencialmente os transcritos virais, embora nem todos 0s
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RNAs de polaridade positiva do SINV sejam poliadenilados (Sawicki and Gomatos
1976).

O tratamento de moscas com dsRNA complementar a sequéncia génica de
nsP4 do SINV reduziu significamente a expressao do gene referente a poliproteina
nao estrutural quantificado pela expressao de nsP2. nsP4 expressa a polimerase viral,
logo o seu silenciamento ird interferir diretamente com a sintese das demais nsPs,
como nsP2. Neste caso, 0s siRNAs gerados pelo processamento de dsSINV poderiam
se ligar diretamente no genoma viral, na sequéncia relativa a nsP4, ou na mesma
sequéncia no antigenoma de polaridade negativa, que é usado como template para a
sintese no genoma e subgenoma. Em ambas as situagdes, o tratamento com dsSINV
afetaria a expressao dos genes referentes as proteinas nao estruturais e as estruturais
(figuras 21C e 21D).

O GFP de SINV, assim como as demais proteinas estruturais € expresso em
um subgenoma independente para a traducdo da proteina. A sua sequéncia também
esta inserida no genoma do virus, ja que o complexo replicativo a usa como molde
para a sintese do antigenoma e a partir dai a sintese do subgenoma. Portanto, os
siRNAs gerados pelo processamento do dsGFP poderiam se ligar no genoma, no
antigenoma ou no RNA subgnémico, promovendo somente a inibicdo da expressao
de GFP ou dos demais genes virais, dependendo do RNA alvo dos siRNAs. O
tratamento com o dsGFP nao interferiu com a expressao do gene de nsP2 apds dois
e quatro dias de infeccao, indicando que os siRNAs néo estdo se ligando ao RNA
genbmico. Também detectamos a reducéo significativa da expressdao de GFP em
moscas previamente tratadas com o dsGFP comparado aos grupos controles (figuras
21E e 21F). O subgenoma do SINV € mais expresso que o genoma viral. No estagio
tardio da infeccdo, apés a completa clivagem das nsPs, o complexo replicativo
favorece a producao de subgenoma do que genoma (Lemm, Rumenapf et al. 1994,
Shirako and Strauss 1994). Diferentemente do que ocorreu com o modelo de VSV,
este fato pode ter permitido a detec¢éo do silenciamento do GFP sobre o seu préprio
transcrito apos o tratamento com dsGFP em moscas infectadas com SINV. Nossas
analises também mostraram que com oito dias de infeccdo, o dsGFP parece silenciar
diretamente o genoma viral do SINV (figura 21C). Como h& o aumento da replicacdo

em tempos tardios de infec¢do, o genoma poderia ficar mais acessivel aos siRNAs
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gerados pelo processamento do dsGFP. Nesta situacdo, os siRNAs passariam a
promover o silenciamento direto do genoma viral. Mas novos experimentos s&o

necessarios para comprovar este dado.

Utilizando modelos de tratamento in vivo com dsRNAs complementares a
sequéncias virais, sugerimos que 0s transcritos virais sejam os alvos preferenciais da
acdo dos siRNAs gerados durante a infeccdo por virus de RNA em Drosophila (Figura
24). Mesmo quando o genoma viral é de polaridade positiva e age como préprio
transcrito, como é o caso do SINV, os siRNAs parecem ter preferéncia em silenciar o
transcrito viral expresso em fase tardia da infec¢do, embora a sua sequéncia também
esteja inserida do genoma viral (figura 24). Vale ressaltar que, os siRNAs originarios
de sequéncias génicas da poliproteina ndo estrutural do SINV, somente poderiam se
ligar ao genoma ou antigenoma de polaridade oposta, ja que ndo ha a sintese de um
subgenoma para nsPs, diferentemente dos siRNAs originarios de GFP.

Ao infectar as células, o genoma do SINV é diretamente traduzido, podendo
escapar da acdo dos siRNAs, para promover o silenciamento. O complexo RISC,
provavelmente proximo aos ribossomos, sO passaria a detectar as sequéncias
complementares de RNAs apds o complexo replicativo iniciar a sintese do antigenoma
e entdo subgenoma. Como o VSV é de polaridade negativa, ocorre primeiramente a
transcricdo de cada gene para entéo, ser traduzido pelos ribossomos celulares. AGO2
associada aos siRNAs e localizada préxima aos ribossomos, silenciaria as sequencias

de RNAs mensageiros complementares, antes de serem traduzidos.

Entender a biologia basica do principal mecanismo antiviral de insetos, através
do estudo da dinamica do silenciamento viral apos a ativacdo da via de siRNAs, nos
permite avaliar melhor como os insetos respondem a infeccao viral e de que modo
esta resposta poderia ser usada como ferramenta de controle de arboviroses no inseto

vetor.
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Figura 24: Modelo do mecanismo de inibicdo do RNA viral mediado pelos siRNAs. (A) O prévio
tratamento com dsRNAs complementares as sequéncias dos genes N e GFP de VSV induz a producéo
de siRNAs ap0s o processamento. Os siRNAs se ligam preferencialmente aos transcritos referentes as
proteinas N e GFP promovendo a sua clivagem mediada por AGO2. Enquanto o silenciamento do gene
N afeta a replicacdo do virus, o silenciamento de GFP ndo interfere neste processo. (B) O prévio
tratamento com dsRNAs complementares as sequéncias dos genes nsP4 e GFP de SINV induz a
producdo de siRNAs apds o processamento de cada dsRNA. Os siRNAs referentes ao gene nsP4
podem reconhecer sequéncias complementares no genoma ou no antigenoma de polaridade oposta
para promover o silenciamento. Embora a sequéncia de GFP esteja inserida no genoma e no
antigenoma viral, os siRNAs gerados pelo processamento de dsGFP se ligam preferencialmente no
subgenoma referente ao GFP, que age como RNA mensageiro para a sua traducdo. O silenciamento
do gene nsP4 afeta a replicacdo do virus enquanto o silenciamento de GFP ndo interfere neste
processo.
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7. CONCLUSOES

o Caracterizamos um modelo de infeccdo com dois virus em
Drosophila;
o Identificamos um efeito de interferéncia sobre a replicagdo de um

virus durante uma infeccdo secundaria apds as moscas terem sido expostas

ao mesmo agente em uma infecdo primaria;

o O efeito de interferéncia € dependente da replicacdo do virus da

infeccdo primaria;

o O dsRNA completar a sequéncias de genes essenciais para 0s
virus € capaz de primar a via de siRNA e inibir a replicacao do virus homologo

de uma infeccdo subsequente;

o O mecanismo de inibicdo da replicacao viral apos a primagem da
via de siRNA ocorre preferencialmente pelo silenciamento dos transcritos virais

e ndo pelo silenciamento do genoma.

o A primagem imune contra virus ndo é mediada pela via de sSiRNA

apo6s uma prévia infeccéo viral em moscas.
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8. PERSPECTIVAS

o Avaliar a participacdo dos hemdcitos em mediar a primagem da
via de siRNA ap0s o estimulo por um dsRNA complementar a sequéncias virais.

o Utilizar de outros modelos, como linhagens de células de
diferentes origens, para a avaliar o mecanismo de inibicdo do RNA viral pela
via de siRNA.

o Utilizar de outras estratégias experimentais para avaliar o
silenciamento de transcritos virais pela via de siRNAi, como a utilizacdo de

beads magnéticas que imunoprecipitam RNAs poliadenilados.

o Avaliar se a inibicdo da transcricdo de genes virais inibe a

producédo das proteinas referentes aos genes.

o Avaliar a localizacao celular do complexo RISC ap0s o tratamento

com dsRNA complementar as sequencias virais.

o Avaliar a participacdo de outras moléculas de origem viral que

possam primar a via de siRNA, como moléculas de vDNAs.

o Realizar o sequenciamento de pequenos RNAs de células ou

moscas apos a primagem com dsRNA e subsequente infec¢éo viral.
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