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RESUMO

Os virus Mayaro (Mayaro virus — MAYYV), da encefalite de Saint Louis (Saint Louis
encephalitis virus — SLEV) e Oropouche (Oropouche virus — OROV) constituem
membros negligenciados das trés principais familias de arbovirus de relevancia médica
e circulam na regido amazdnica como agentes etiologicos de surtos de enfermidades
febris em seres humanos. Na qualidade de virus envelopados, MAYV, SLEV e OROV
dependem amplamente de suas proteinas de fusdo de classe Il (E1, E e Gc,
respectivamente) para a entrada na célula hospedeira, mas muitos aspectos da biologia
estrutural dessas proteinas permanecem ainda obscuros. Nesse sentido, 0 presente
estudo teve como objetivo caracterizar fisico-quimicamente in silico as proteinas de
fusdo do MAYV, SLEV e OROV. As sequéncias aminoacidicas completas das
proteinas E1 do MAYV, E do SLEV e Gc do OROV derivadas por tradugdo conceitual
de regides codificantes anotadas no genoma da sequéncia de referéncia dos respectivos
virus foram obtidas do banco de dados NCBI Protein em formato FASTA e submetidas
as plataformas digitais PEPSTATS, PREDATOR, PROSCAN e PCPROF para
determinacdo das propriedades residuais, predicdo de estruturas secundarias,
identificacdo do potencial de modificagbes poés-traducionais e reconhecimento das
propensdes antigénicas, respectivamente. Quanto as propriedades residuais, as proteinas
E1l do MAYYV e E do SLEV apresentaram predominancia do perfil apolar (56% e 55%
dos aminoé&cidos, respectivamente), ao passo que a proteina G¢c do OROV apresentou
predominancia do perfil polar (52% dos aminoacidos). Com relagdo as estruturas
secundarias preditas, as proteinas E1 do MAYV e E do SLEV mostraram menos alfa-
hélices (16,51% e 15,17%, respectivamente) do que folhas-beta (21,79% e 25,15%,
respectivamente), enquanto o contrario foi observado na proteina Gc do OROV
(20,39% de alfa-hélices e 12,14% de folhas-beta). No que diz respeito as modificacbes
pos-traducionais, as proteinas E1 do MAYV, E do SLEV e Gc do OROV apresentaram
maior potencial relativo para fosforilacdo por proteina-cinase C, N-miristoilacdo e
fosforilacdo por caseina-cinase 2, respectivamente. Por fim, a convolucéo de pontuacdes
de hidrofilicidade, acessibilidade e flexibilidade (HAF) resultou em maiores propensoes
antigénicas na metade N-terminal do que na metade C-terminal dessas trés proteinas.
Como conclusdo, as proteinas E1 do MAYV e E do SLEV compartilham mais
caracteristicas fisico-quimicas entre si do que com a proteina Gc do OROV, embora
todas elas sejam agrupadas sob a mesma classe de proteinas virais de fusdo.

Palavras-chave: Arbovirus; Biologia Computacional; Doencas Transmissiveis
Emergentes; Fisico-Quimica; Proteinas Virais de Fusao.



ABSTRACT

Mayaro virus (MAYYV), Saint Louis encephalitis virus (SLEV), and Oropouche virus
(ORQV) viruses are neglected members of the three main families of arboviruses with
medical relevance and circulate in the Amazon region as etiological agents of outbreaks
of febrile illnesses in humans. As enveloped viruses, MAYV, SLEV, and ORQV largely
depend on their class Il fusion proteins (E1, E, and Gc, respectively) for entry into the
host cell, but many aspects of the structural biology of such proteins remain unclear. In
this sense, the present study aimed at physicochemically characterizing in silico the
fusion proteins of MAYYV, SLEV, and OROV. The complete amino acid sequences of
MAYYV E1, SLEV E, and OROV Gc proteins derived by conceptual translation from
annotated coding regions in the reference sequence genome of the respective viruses
were obtained from the NCBI Protein database in FASTA format and submitted to the
PEPSTATS, PREDATOR, PROSCAN, and PCPROF web servers for determination of
residual properties, prediction of secondary structures, identification of potential post-
translational modifications, and recognition of antigenic propensities, respectively. As
for the residual properties, MAYV E1 and SLEV E proteins showed a predominance of
the non-polar profile (56% and 55% of the residues, respectively), whereas OROV Gc
protein showed a predominance of the polar profile (52% of the residues). Regarding
predicted secondary structures, MAYV E1 and SLEV E proteins showed less alpha-
helices (16.51% and 15.17%, respectively) than beta-sheets (21.79% and 25.15%,
respectively), while the opposite was observed in OROV Gc protein (20.39% alpha-
helices and 12.14% beta-sheets). About post-translational modifications, MAYV EL1,
SLEV E, and OROV Gc proteins showed greater relative potential for protein kinase C
phosphorylation, N-myristoylation, and casein kinase 1l phosphorylation, respectively.
Finally, the convolution of hydrophilicity, accessibility, and flexibility (HAF) scores
resulted in greater antigenic propensities in the N-terminus half than in the C-terminus
half of these three proteins. As conclusion, MAYV E1 and SLEV E proteins share more
physicochemical characteristics with each other than with the OROV Gc protein,
although they are all grouped under the same class of viral fusion proteins.

Keywords: Arbovirus; Computational Biology; Emerging Communicable Diseases;
Physicochemistry; Viral Fusion Proteins.



1 INTRODUCAO

Os arbovirus constituem um grupo diversificado de familias virais que incluem
patbgenos emergentes e reemergentes, transmitidos de hospedeiros infectados para
suscetiveis durante a alimentacdo sanguinea através de uma variedade de vetores
artrépodes, principalmente, mosquitos hematofagos (Hilgenfeld & Vasudevan, 2018;
Queiroz et al., 2020). Sua transmissdo ocorre através da picada de culicideos,
especialmente aqueles dos géneros Culex e Aedes, que representam os principais vetores
de arbovirus de importancia médica, embora varios arbovirus possam ser transmitidos
por outros artrépodes, como flebotomineos e carrapatos (Fontaine et al., 2018; Viglietta
etal., 2021).

Das espécies conhecidas, centenas sdo responsaveis por causar doencas
zoonaticas, mantidas em ciclo de transmissdo entre vetores e reservatorios vertebrados
(Lopes et al., 2014). Entre os arbovirus causadores de doenca em humanos, aqueles
pertencentes as familias Togaviridae, Flaviviridae e Peribunyaviridae respondem pelas
maiores taxas de infeccdes e representam, atualmente, um grande problema de saide
publica mundial, principalmente em regiGes tropicais, onde altas temperaturas e
umidade favorecem a proliferacdo de mosquitos e, portanto, a transmissdo desses virus
(Fontaine et al., 2018; Ferreira et al., 2019).

As manifestacdes clinicas da infeccdo por arbovirus em humanos podem variar
desde uma doenca febril com erupc@es cutaneas ou artralgia até sindromes neuroldgicas,
articulares e hemorragicas (Alva-Urcia et al., 2017; Ferreira et al., 2019; Mutricy et al.,
2022). Geralmente, a doenca febril acompanha sintomas como prostracéo, cefaleia, dor
retroorbital e mialgia. A sindrome neuroldgica pode se manifestar como mielite,
meningite e/ou encefalite, com mudancas de comportamento, paralisia, convulsdes e
problemas de coordenacdo, enquanto a sindrome hemorrdgica € evidenciada por
hemorragia, petéquias e choque combinado com plaquetopenia (Lopes et al., 2014; Cao-
Lormeau et al., 2016; Koeltz et al., 2018).

Em consideracdo a diversos fatores virais/vetoriais e hospedeiros, as doencas
transmitidas por vetores respondem por, aproximadamente, 17% da carga estimada de
doencas infecciosas e, juntas, acarretam em mais de 700.000 mortes por ano
mundialmente (Agboli et al., 2022). Girard e colaboradores (2020) concluiram que, a
medida que essas tendéncias continuam, as doencas arbovirais epidémicas ameacardo

cada vez mais a seguranga politica e econémica global, podendo ocasionar uma



emergéncia de saude publica mundial.

De acordo com Gubler (2013), as arboviroses tém se tornado importantes
ameacas em regides tropicais urbanas devido as rédpidas mudancas climaticas,
desmatamentos, migracdo populacional, ocupacdo desordenada de é&reas urbanas,
precariedade das condicfes sanitérias e falta de controle efetivo de vetores e prevengdo
de doencas infecciosas. O Brasil é constituido por uma grande extensdo terrestre com
vastas florestas na regido amazonica, além de areas florestais em por¢des das regides
Sudeste e Sul (IBGE, 2020). Apresenta também uma ampla regido de péantano
(pantanal), savana (cerrado) e seca (caatinga) no interior de diferentes estados com
clima predominantemente tropical, sendo um local propicio para a existéncia de vetores
e, portanto, para a ocorréncia de arboviroses (Lopes et al., 2014).

Na regido Norte do Brasil, a Amazonia engloba uma biodiversidade natural
abundante, onde centenas de espécies de arbovirus ja foram catalogadas, sobretudo nos
estados do Para e Amazonas (Rosa, 2016; Mour&o et al., 2015). Patdgenos como o virus
Mayaro (MAYYV), da familia Togaviridae, e o virus Oropouche (ORQOV), da familia
Peribunyaviridae, tém sido frequentemente identificados nessas regifes em pacientes
com quadros febris inespecificos ou com lesdo neurologica (Saatkamp et al., 2020;
Chiang et al., 2021). Da mesma forma, o virus da encefalite de Saint Louis (SLEV), da
familia Flaviviridae, tem sido detectado em diferentes estados brasileiros, sugerindo
possivel emergéncia (Moraes et al., 2021).

Apesar de, normalmente, exibir alta especificidade hospedeira para sua
manutencdo enzootica, esse grupo de virus de RNA ndo dispde de mecanismos para
correcdo de erros de replicacao introduzidos pela RNA-polimerase dependente de RNA
(RdRp), e exibem frequéncia de erro de aproximadamente 10™ por nucleotideo copiado
(Coffey et al., 2013). Essa alta frequéncia e capacidade mutacional, juntamente a
variabilidade populacional e rapida replicacdo, caracterizam-nos como virus de elevada
plasticidade genética, o que Ihes permite adaptacdo relativamente facil a novos vetores e
hospedeiros (Parameswaran et al., 2012).

Favorecendo a investigacao desses processos, a bioinformatica estrutural € um
campo interdisciplinar que compreende varios recursos e ferramentas que combinam
biologia molecular, quimica e informatica para o estudo de estruturas
biomacromoleculares, especialmente proteinas (Paiva et al., 2022). Por sua vez, as
proteinas sdo macromoléculas formadas pela unido de varios aminoacidos que podem

assumir diferentes formas e tamanhos, desempenhando um papel fundamental na



estrutura, funcéo e regulacéo de tecidos e 6rgdos (Sahoo & Chowdary, 2019).

As proteinas de fusdo, por sua vez, estdo presentes no envelope viral e atuam de
modo a unir esta bicamada lipidica a uma membrana da célula hospedeira (Sahoo &
Chowdary, 2019). Em sua maioria, as proteinas de fusdo virais sdo induzidas a sofrer
alteracbes conformacionais desencadeadas por mecanismos especificos, como ligacdo a
receptores celulares e/ou alteracdo de pH. As mudancas conformacionais resultam na
exposicdo de peptideos de fusdo hidrofobicos ou alcas de fusdo que interagem com as
membranas-alvo, causando desestabilizacdo e mistura de lipideos (Podbilewicz, 2014).
Estas proteinas sdo agrupadas em trés classes (I, Il e I1l) com base em suas principais
caracteristicas estruturais (Tsurudome, 2005).

Dado que MAYV, SLEV e OROV constituem membros emergentes
negligenciados das trés principais familias de arbovirus de relevancia médica e circulam
na regido amazonica, podendo vir a causar surtos de doengas em seres humanos, essa
pesquisa se propds a investigar aspectos relevantes da estrutura das proteinas de fusao
desses arbovirus a fim de revelar pontos criticos envolvidos na interagdo virus-celula e

fornecer pistas ao desenvolvimento racional de estratégias antivirais.

1.1 ASPECTOS ESTRUTURAIS E CARACTERISTICAS FUNCIONAIS VIRAIS
1.1.1 Virus Mayaro

Sua sequéncia nucleotidica completa foi determinada em 2005 (Lavergne et al.,
2006) e, desde entdo, faz parte do Complexo da Floresta de Semliki devido a sua
composicao antigénica ser filogeneticamente similar a de outros sete alfavirus, como os
virus Bebaru, Chikungunya, Getah, Floresta de Semliki, Rio Ross, O'nyong-nyong e
Una, que induzem uma doenca clinica semelhante em pacientes infectados (Anderson et
al., 1975; Diagne et al., 2020).

O MAYYV se apresenta como um virus envelopado de particula icosaédrica
medindo, aproximadamente, 70 nm de didmetro, com um genoma que consiste em RNA
de fita simples linear de polaridade positiva, que varia de 9,7 a 11,8 kb (Brown et al.,
2018). O nucleocapsideo da particula mede em torno de 40 nm e consiste em 240
cbpias da proteina C dispostas em uma simetria T4 ao redor do RNA gendmico, sendo
coberto por uma bicamada lipidica (envelope) contendo trimeros de heterodimeros das

duas glicoproteinas codificadas por estes virus, E1 e E2, que, juntas, formam uma rede
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de superficie icosaédrica regular (King et al., 2012), como observado na Figura 1.

Figura 1: Representacdo esquematica da particula de um alfavirus.

Proteina do capsideo Membrana

Legenda: Representacdo da particula infecciosa dos alfavirus, composta pela proteina do capsideo (C),
trimeros das proteinas E1 e E2 e RNA gendmico.
Fonte: Adaptado de: https://viralzone.expasy.org/.

O genoma de RNA contém dois quadros de leitura aberta (ORFS): o terco 5' do
genoma codifica quatro proteinas ndo estruturais (nsP1, nsP2, nsP3 e nsP4), enquanto o
terco 3' codifica cinco proteinas estruturais, que consistem na proteina do capsideo (C),
duas glicoproteinas do envelope (E1 e E2) e dois pequenos peptideos (E3 e 6K) (Figura

2) (Nasar et al., 2012; King et al., 2012).

Figura 2: Representacdo esquematica da poliproteina genémica de um alfavirus.
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Legenda: Genoma monopartido, linear, que consiste em RNA de fita simples (+) de 11-12 kb, capeado e
poliadenilado.
Fonte: Adaptado de: https://viralzone.expasy.org/.

Andlises filogenéticas indicam a existéncia de trés genotipos principais:
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disseminado (D), limitado (L) e novo (N) (Auguste et al., 2010). O gen6tipo D contém
cepas identificadas em vérios paises das Américas, como Trinidad e Tobago, Guiana
Francesa, Peru, Venezuela e Bolivia, enquanto o filogrupo L foi encontrado apenas em
alguns paises, como Brasil e Haiti (Lednicky et al., 2016). O filogrupo N contém apenas
uma sequéncia conhecida, isolada no Peru em 2010 (Auguste et al., 2015).

1.1.2 Virus da Encefalite de Saint Louis

O virus da Encefalite de Saint Louis (SLEV) é um arbovirus do género
Flavivirus, pertencente a familia Flaviviridae, que se apresenta como um virus de
simetria icosaédrica, envelopado, com 50 nm de didmetro e um genoma linear formado
por RNA de fita simples de senso positivo com cerca de 10,2 kb, conforme mostra a
Figura 3 (Zhang et al., 2003).

Figura 3: Representacdo esquematica da particula de um flavivirus.

~ ProteinaM

Proteina E

Proteina C

Legenda: Representacdo da particula infecciosa dos flavivirus, composta pela proteina do capsideo (C),
membrana (M), proteina E e RNA gendmico.
Fonte: Adaptado de: https://viralzone.expasy.org/.

Seu genoma contém um Uunico e longo ORF que é traduzido em uma
poliproteina. Apds sucessivas sinalizagdes, a poliproteina é induzida a sofrer
translocacdo através da membrana do reticulo endoplasmatico para ser,
subsequentemente, clivada por proteases (Zhang et al., 2003). Apds clivagem, a
poliproteina d& origem a trés proteinas estruturais (C, E e prM) e sete proteinas nao
estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5) (Figura 4) (Swetnam et al.,
2020).
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Figura 4: Representacdo esquematica da poliproteina gendémica de um flavivirus.
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Legenda: Genoma monopartido, linear, que consiste em RNA de fita simples (+) de 10-11 kb.
Fonte: Adaptado de: https://viralzone.expasy.org/.

Protease

Anélises filogenéticas baseadas em sequéncias completas do gene E agrupam
cepas do SLEV em 8 genotipos virais (I, 11, 11, 1V, V, VI, VIl e VIII) (Rodrigues et al.,
2010). Os genotipos | e Il sdo prevalentes nos Estados Unidos e o gendtipo V é
amplamente distribuido na América do Sul. Os demais genotipos tém distribuicao
limitada, onde o gendtipo 11 estd supostamente confinado no sul da América do Sul, o
IV esta limitado a Colémbia e Panama, o VI estd no Panama, o VII esta na Argentina e

o VIII foi detectado apenas na regido amazonica do Brasil (Diaz et al., 2018).

1.1.3 Virus Oropouche

O virus Oropouche (OROV) € um arbovirus do género Orthobunyavirus da
familia Peribunyaviridae, pertencente ao sorogrupo Simbu, caracterizado por sua alta
diversidade genética. Este sorogrupo consiste em 25 espécies virais classificadas em
sete complexos e dois subclados filogenéticos, denominados subclado A, composto
pelos virus Manzanilla e Oropouche, e subclado B, que inclui os virus Simbu, Akabane,
Sathuperi, Shamonda e Shuni (Rosa et al., 2017).

O OROV se apresenta como um virus envelopado de particula aproximadamente
esférica medindo de 80 a 120 nm de diametro, com um genoma linear segmentado que
consiste em trés fragmentos de RNA de fita simples de sentido negativo denominados
pequeno (S), médio (M) e grande (L), que, juntos, medem aproximadamente 12,4 kb,
envoltos por um capsideo de simetria helicoidal (Elliott, 2014). Sua estrutura

esquematica € ilustrada na Figura 5.



Figura 5: Representacdo esquematica da particula de um ortobuniavirus.
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Legenda: Representacdo da particula infecciosa dos ortobuniavirus, composta por ribonucleocapsideo
(RNP), nucleoproteina (N), enzima polimerase (L), duas glicoproteinas de superficie (Gn e Gc) e genoma

composto por trés segmentos — grande (L), médio (M) e pequeno (S) —de RNA.
Fonte: Adaptado de: https://viralzone.expasy.org/

O segmento S codifica uma proteina nucleocapsidica estrutural (N) e uma

proteina ndo estrutural (NSs) a partir de dois ORFs sobrepostos. O segmento M contém

um unico ORF que codifica uma grande poliproteina que € clivada ap6s ou durante a

traducdo, produzindo trés proteinas virais, sendo duas glicoproteinas estruturais de

superficie viral (Gn e Gc) e uma proteina ndo estrutural denominada NSm. O segmento

L, por sua vez, contéem um ORF que codifica a proteina L, uma RdRp que se encontra

associada aos trés segmentos de RNA viral (Figura 6) (Sakkas et al., 2018).

Figura 6: Representacao esquematica da poliproteina genémica de um ortobuniavirus.
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Legenda: Genoma linear de RNA de fita simples (-) segmentado. O segmento L é de cerca de 6,9 kb, o

segmento M de 4,5 kb e 0 segmento S de 1 kb.
Fonte: Adaptado de: https://viralzone.expasy.org/.

Analises filogenéticas realizadas em cepas de OROV indicam a existéncia de trés
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gendtipos virais (I, 11 e 1), identificados no Peru, Trinidad, Panama e Brasil (Saeed et
al., 2000). Na sequéncia, um quarto genétipo (IV) foi relatado no Brasil (Vasconcelos et
al., 2011). O gendtipo | é considerado o mais difundido no Brasil e inclui cepas isoladas
nos estados do Acre, Amazonas, Maranhdo, Par& e Tocantins e em Trinidad e Tobago
(Nunes et al., 2005; Terzian et al., 2009); o genotipo Il inclui cepas isoladas nos estados
brasileiros do Amapa, Pard e Rond6nia, assim como no Peru; o gendtipo 111 inclui cepas
isoladas no Acre, Minas, Gerais e Rondbnia, no Brasil, além de cepas do Panama; e o
gendtipo 1V inclui cepas isoladas no estado brasileiro do Amazonas (Vasconcelos et al.,
2011). De acordo com a investigacdo realizada por Vasconcelos et al. (2011), o
genotipo | inclui trés subgendtipos (la, Ib e Ic), o gendtipo I outros trés (lla, 1lb e lic) e

0 gendtipo I inclui dois (IT1a e ITIb).

1.2 EPIDEMIOLOGIA
1.2.1 Virus Mayaro

O MAYYV foi isolado pela primeira vez em Trinidad e Tobago a partir do sangue
de cinco humanos sintomaticos infectados entre agosto e setembro de 1954 (Anderson
et al., 1975). No entanto, um estudo retrospectivo evidenciou a presenca do MAYV em
amostras coletadas durante as construgdes de canais no Panama e na Colombia, que
ocorreram entre 1904 e 1914 (Srihongse et al., 1973). Dagne et al. (2020) sugerem que
a subnotificacdo de casos ndo se deve apenas a sintomatologia semelhante a de outros
arbovirus, como os virus Dengue (DENV) e Chikungunya (CHIKV), mas, também, a
ocorréncia de casos assintomaticos ndo diagnosticados.

Segundo um estudo acerca da distribuicdo do MAYYV, o pais com o maior
namero de casos de infeccdo pelo virus registrado nas Américas é o Brasil, onde é
considerado endémico nas regides Norte e Centro-Oeste (Esposito et al., 2017). De um
total de 495 casos da investigacdo, 199 deles foram identificados no estado de Goias e
194 ocorreram no estado do Pard, com os demais casos identificados nos estados do
Acre, Amazonas, Mato Grosso e Sao Paulo (Ganjian et al., 2020). Essa estatistica pode
ser explicada pelo fato de o Brasil ser um pais detentor de amplas florestas tropicais,
que proporcionam condi¢des ideais para 0 surgimento e a manutencdo de arbovirus
(Coffey et al., 2013).

O primeiro surto de febre de Mayaro no Brasil ocorreu em 1957, préximo ao Rio

Guama, no Estado do Pard, atingindo cerca de 100 individuos. Os levantamentos
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sorologicos realizados mostraram soroprevaléncia do MAYV de 2-40,9% (Causey et
al., 1957). No entanto, grande parte do conhecimento acerca de dados clinicos e
epidemioldgicos sobre a febre de Mayaro foi construido somente em 1978, durante um
surto ocorrido no municipio de Belterra, também no Estado do Pard, quando 55
pacientes apresentaram exantema febril agudo e foram confirmados como portadores da
doenca (Pinheiro et al., 1981).

Vaérios casos de infeccbes por MAYV autdctones ou importados também foram
relatados em outros paises das Américas e Europa. Na Venezuela, 0s primeiros casos
humanos foram descritos em 2000, no estado de Miranda, onde quatro membros adultos
da mesma familia apresentaram testes soroldgicos com altos titulos especificos de
anticorpos IgM e 1gG para MAYV (Torres et al., 2004). No periodo de maio de 2000 a
dezembro de 2007, 0 MAYYV foi detectado em areas rurais da Bolivia e Peru (Forshey et
al., 2010) e, em 2015, foi isolado de um menino de 8 anos com doencga febril aguda em
uma area semirrural do Haiti (Lednicky et al., 2016).

1.2.2 Virus da Encefalite de Saint Louis

O SLEV esta amplamente disperso por todo o Novo Mundo. Entretanto, a
infeccdo clinica tem se tornado mais frequente nos EUA, onde o virus foi originalmente
relatado, bem como nas Américas do Norte, do Sul e Central (Swetnam et al., 2020).
Nos Estados Unidos, surtos focais esporadicos tém sido relatados desde que o SLEV foi
detectado pela primeira vez, em 1933, durante um surto de encefalite humana em Saint
Louis (Webster, 1933). A atividade endémica na auséncia de surtos também foi relatada
nos estados estadunidenses da Florida, California e Texas, além da Argentina (Swetnam
et al., 2020; Batallan et al., 2021).

No Brasil, o virus foi isolado pela primeira vez na década de 1970, no estado do
Para, regido Norte do Brasil (Pinheiro et al., 1981). A prevaléncia do SLEV na
populacdo brasileira ainda permanece obscura em virtude da semelhanca antigénica
entre 0 SLEV e outros membros do género Flavivirus, que compromete os estudos
epidemiologicos devido a reacdes cruzadas. Os poucos relatos disponiveis na literatura
cientifica demonstram que a soroprevaléncia de SLEV varia de 3-43% na populacdo
brasileira, com predominancia de 5% nas regifes Norte e Sudeste do pais (Heinen et al.,
2015).
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1.2.3 Virus Oropouche

Os casos de febre causada pelo OROV foram relatados em diferentes locais em
uma grande area geogréfica, incluindo as Américas do Sul e Central. Apds sua primeira
descricdo em Trinidad e Tobago, seu ressurgimento foi responsavel por causar dezenas
de epidemias no Brasil, Peru e Panama (Sakkas et al., 2018). O primeiro surto no
Panama foi registrado em 1989, na regido Oeste da Cidade do Panama, capital do pais.
No Peru, a febre de Oropouche foi documentada em 1992, quando o virus causou um
surto na cidade de Iquitos (Chavez et al., 1992; Watts et al., 1997).

No Brasil, desde seu primeiro relato em 1955, o OROV causou diversas
epidemias supostamente restritas a regido Norte, sobretudo no estado do Pard, onde
atingiu diferentes municipios de distintas mesorregies além da regido metropolitana de
Belem (Belém e Ananindeua), como Norte (Benfica, Caraparu, Castanhal e Santa
Isabel), Nordeste (Abaetetuba, Augusto Corréa, Baido, Braganca, Capanema, Curuci,
Tome-Acu, Vigia e Viseu), Sudeste (Itupiranga), Baixo Amazonas (Belterra, Mojui dos
Campos e Santarém) e Ilha do Marajo (Porto de Moz) (Rosa et al., 2017).

De 1980 a 2005, apenas casos esporadicos ou surtos autolimitados foram
relatados na Amazodnia brasileira, principalmente em pequenas aldeias, indicando uma
potencial circulacédo silenciosa do virus (Vasconcelos et al., 2009). A fauna e a flora
excepcionalmente diversificadas que cobrem grande parte do territorio brasileiro,
particularmente na regido amazoénica, oferecem étimas condicdes para a manutencao do
OROV (Coffey et al., 2013).

1.3 TRANSMISSAO E CICLO BIOLOGICO
1.3.1 Virus Mayaro

A transmissdo do MAYYV ocorre através da picada de mosquitos infectados do
género Haemagogus, principalmente Haemagogus janthinomys (Acosta-Ampudia et al.,
2018), embora ja tenha sido isolado de outros géneros de mosquitos, incluindo Culex,
Mansonia, Aedes, Psorophora e Sabethes (Groot et al., 1961).

Seu ciclo replicativo se inicia com a ligacdo do virus a membrana plasmatica das
células-alvo por meio de receptores especificos, como o MXRAS8, que promove a
endocitose do virus. Uma vez no citoplasma, o pH do endossomo diminui e promove a
fusdo do envelope viral com a membrana endossomal, liberando 0 RNA genémico, que

é traduzido, inicialmente, em proteinas ndo estruturais e, posteriormente, em proteinas
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estruturais. Estas Ultimas sdo, entdo, utilizadas para formar novos nucleocapsideos e
espiculas do envelope viral, que, apds combinados, resultam na geracdo de novas
particulas virais que serdo liberadas para 0 meio extracelular (Figura 7) (Diagne et al.,
2020).

Figura 7: Esquema do ciclo replicativo do MAYV.
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Legenda: Representacdo esquematica do ciclo replicativo do MAYV. O ciclo tem inicio com a ligacéo
do virus & membrana plasmatica da célula-alvo por meio de receptores especificos que promovem a
endocitose viral, formando um compartimento endossomal. Uma vez no citoplasma, o pH do endossoma
diminui, promovendo a liberagdo do RNA gendmico que é traduzido em proteinas estruturais e ndo
estruturais para formar novas espiculas e nucleocapsideos. Ap6s combinados, estes resultam na formacéo
de novas particulas virais que, por fim, serdo liberadas para o meio extracelular.

Fonte: Adaptado de Diagne et al. (2020).

1.3.2 Virus da Encefalite de Saint Louis

O SLEV ¢é mantido em um ciclo enzodtico envolvendo mosquitos e aves. Sua
transmissdo ocorre através da picada de inUmeras espécies de mosquitos infectados do
género Culex, incluindo Cx. tarsalis, Cx. pipiens e Cx. quinguefasciatus (Swetmam et
al., 2020).

Seu ciclo bioldgico se inicia com a ligacdo da proteina E do envelope viral aos
receptores na célula hospedeira, incluindo a proteina de ligacdo a laminina (LBP) ou
integrina VB3, que medeiam a internalizagdo viral por endocitose. Apos fusdo do

envelope do virus com a membrana endossomal, o genoma de RNA ¢ liberado no
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citoplasma e traduzido em uma poliproteina que d& origem a todas as proteinas
estruturais e ndo estruturais. A replicacdo do genoma ocorre na superficie do reticulo
endoplasmaético, onde o dsRNA é sintetizado a partir do RNA gendmico e transcrito em
mRNASs virais. Apds sua montagem, o virion brota no reticulo endoplasmatico e é
transportado para o aparelho de Golgi, de onde é posteriormente liberado ao meio

extracelular por exocitose (Figura 8) (Zhang et al., 2003).

Figura 8: Esquema do ciclo replicativo do SLEV.
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Legenda: Representacdo esquematica do ciclo replicativo do SLEV. O ciclo inicia com a ligacdo da
proteina E do envelope viral a receptores da célula hospedeira, que medeiam a internaliza¢&o do virus por
endocitose. Apés fusdo, o genoma de RNA é liberado no citoplasma e traduzido em proteinas estruturais
e ndo estruturais. A replicagdo do genoma ocorre na superficie do reticulo endoplasmatico (RE), onde o
virion brota e é transportado para o aparelho de Golgi para ser, posteriormente, liberado por exocitose.
Fonte: Adaptado de Neufeldt et al. (2018).

1.3.3 Virus Oropouche

A transmissdo do OROV ocorre através da picada de mosquitos infectados do
género Culicoides, principalmente Culicoides paraensis (Sakkas et al., 2018), embora
estudos experimentais relatem que determinadas espécies da familia Culicidae, como

Cx. quinquefasciatus, podem estar também envolvidas na transmissao do virus (Pinheiro
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et al., 1982).

A replicacdo do OROV comeca com a ligagdo viral aos receptores da célula
hospedeira, mediada por uma ou ambas as glicoproteinas virais (Gn e Gc), seguida pela
internalizacdo do virus por endocitose via clatrina e rotas independentes de dinamina. A
alteracdo de pH das vesiculas endociticas leva ao desnudamento do virion e a fuséo do
envelope viral com a membrana endossomal. A RdRp catalisa a transcri¢do primaria de
mRNAs virais, que sdo iniciados por primers derivados da célula hospedeira. Apds a
traducdo dos mMRNAs virais, as glicoproteinas Gn e Gc dimerizam e ficam no complexo
de Golgi. As ribonucleoproteinas (RNPs) sdo transportadas para as membranas do
complexo de Golgi, modificadas pela insercdo de Gn e G, e as particulas virais brotam
nas vesiculas derivadas da membrana de Golgi. As vesiculas de Golgi contendo
particulas virais sdo transportadas para a superficie da célula, onde a fusdo das
membranas vesiculares com a membrana plasmatica leva, entdo, a liberagcdo dos virions
(Figura 9) (Elliott, 2014).

Figura 9: Esquema do ciclo replicativo do OROV.
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Legenda: Representacdo esquematica do ciclo replicativo do OROV. O ciclo inicia com a ligagao viral
aos receptores da célula hospedeira mediada pelas glicoproteinas Gn e Gc, seguida de internalizacdo por
endocitose. Apds traducdo dos mRNAs virais, as glicoproteinas dimerizam e ficam no complexo de
Golgi. Neste local, ocorre o brotamento do nucleocapsideo, que € posteriormente transportado através de
vesiculas para a superficie da célula, onde a fusdo das membranas vesiculares com a membrana
plasmatica leva & liberacéo de novos virions.

Fonte: Adaptado de Elliott, 2014.
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14 SINTOMATOLOGIA E DIAGNOSTICO
1.4.1 Virus Mayaro

A sintomatologia da infeccdo por MAY'V perpassa entre sintomas inespecificos,
leves e autolimitados, sendo que seu curso clinico é usualmente descrito em duas fases:
aguda e subaguda (Pinheiro et al., 1981). O curso da fase aguda é caracterizado por uma
viremia transitoria curta, que dura de 3 a 4 dias, seguida por um periodo de incubacéao
de 7 a 12 dias, onde os sintomas sistémicos se tornam evidentes. Entre os sintomas
descritos na literatura, estdo a triade de febre abrupta, artralgia/artrite e exantema
maculopapular, que pode vir associado a sangramentos (Acosta-Ampudia et al., 2018).
As manifestagdes hemorragicas sdo raras, mas foram descritas por Mourdo et al. (2012).

Nos primeiros dias da doenca, também é possivel observar sintomas como febre,
cefaleia, mialgia, erupcdo cutanea, vomitos e diarreia, além de dor especialmente nas
grandes articulagdes e, menos frequentemente, artrite (Lopes et al., 2014). O MAYV
também pode causar uma doenca aguda incapacitante, e mais de 50% dos casos podem
ser seguidos por artralgia de longo prazo. Quando comparado a febre causada
pelo CHIKV, a dor articular pode persistir por meses. Além disso, assim como outras
infeccdes por alfavirus, o MAYV pode produzir complicacBes graves, como febre
intermitente, miocardite e complicagdes neurologicas (Santiago et al., 2015; Acosta-
Ampudia et al., 2018).

As técnicas soroldgicas empregadas no diagnostico da febre de Mayaro utilizam
células infectadas, antigenos recombinantes de proteinas estruturais ou ndo estruturais e,
até mesmo, o virus inteiro para detectar e diferenciar os anticorpos IgM e 1gG
produzidos como resposta a infeccdo por MAYV. Entre 0s cinco testes sorologicos mais
utilizados para a deteccdo do virus, estdo inibicdo da hemaglutinacdo (HI), fixacdo do
complemento (CF), teste de neutralizacdo (NT), ensaio imunoenzimatico de captura de
IgM (MAC-ELISA) e imunoensaio enzimatico usando células infectadas como
antigenos (EIA-ICC) (Acosta-Ampudia et al., 2018).

As metodologias moleculares também se tornaram valiosas ferramentas para a
deteccdo de alfavirus devido a alta sensibilidade e especificidade no estagio virémico
inicial da doenca, uma vez que os acidos nucleicos virais geralmente permanecem no
sangue por apenas 2 a 6 dias apds a infeccdo. Em sua maior parte, sdo métodos
baseados na amplificacdo de &cidos nucleicos, como o RT-PCR em tempo real (RT-

gPCR), o0 nested PCR para confirmacdo adicional da infeccdo e o RT-gPCR multiplex
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para deteccdo simultdnea de diferentes espécies de arbovirus (Acosta-Ampudia et al.,
2018).

1.4.2 Virus da Encefalite de Saint Louis

As infeccbes humanas causadas por SLEV sdo, em sua maioria, casos
assintomaticos. As manifestacdes clinicas que podem surgir ao longo da infecgdo véo de
sintomas leves, como mal-estar ou prostracdo, até casos graves, caracterizados
clinicamente por cefaleia, febre alta, disfuncdo neuroldgica e alteracdo do nivel de
consciéncia, que podem vir acompanhadas de encefalite ou meningoencefalite (Rosa et
al., 2013). As taxas de letalidade em casos graves podem chegar a 30% e estdo
associadas a danos diretos ao SNC, principalmente em pacientes com idade igual ou
superior a 70 anos (Clark et al., 2012; Curren et al., 2018).

A encefalite de Saint Louis pode ser diagnosticada atraves de isolamento viral,
deteccdo de antigenos, caracterizacdo de sequéncias moleculares e ensaios soroldgicos.
Da ampla gama de testes diagndsticos disponiveis, 0s ensaios soroldgicos, como teste de
neutralizacdo por reducdo de placa (PRNT), western blotting, IF e ELISA para captura
de anticorpos IgM e IgG, sdo os metodos de rotina mais aplicados em laboratorios e
hospitais (Guzman & Kouri, 2004).

Para o isolamento viral, as amostras devem ser obtidas o mais rapido possivel a
fim de garantir a viabilidade do teste, uma vez que a carga e 0 periodo virémicos sdo
geralmente curtos. Os métodos moleculares, como RT-PCR e hibridizacdo de &cido
nucleico, sdo empregados no diagnostico diferencial de infec¢des por flavivirus (Chong
et al., 2019).

1.4.3 Virus Oropouche

A infeccdo por OROV em humanos é caracterizada por uma doenca febril aguda
que dura de 2 a 7 dias, geralmente acompanhada de cefaleia, mialgia, artralgia,
anorexia, tontura, calafrios e fotofobia (Rosa et al., 2017). Adicionalmente, a infec¢édo
pode vir acompanhada de sintomas como nauseas, vOmitos, diarreia, congestao
conjuntival, dor epigastrica e dor retroorbital (Sakkas et al., 2018). Poucos dias apds o
episodio febril inicial, pode haver a recorréncia das manifestacdes clinicas, geralmente
com menor intensidade, visto que a viremia diminui significativamente a partir do 3° dia

pos-inicio dos sintomas (Cardoso et al., 2015).
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Até o momento, ndo ha indicios de fatalidade comprovadamente relacionada a
febre de Oropouche (Rosa et al., 2017). No entanto, anélises de amostras de liquido
cefalorraquidiano (LCR) de pacientes hospitalizados positivos para OROV no estado do
Amazonas sugerem a possibilidade de ocorréncia da doenca em estagio grave, com
comprometimento do sistema nervoso central (SNC) (Bastos et al., 2012).

O diagnéstico da infeccdo por OROV é comumente realizado por meio de
técnicas sorologicas e moleculares. Os procedimentos soroldgicos utilizam diferentes
antigenos para a detec¢do de anticorpos IgG e IgM especificos, que envolvem HI, CF e
MAC-ELISA (Sakkas et al., 2018). Adicionalmente, um teste de imunofluorescéncia
indireta (IF) em leucdcitos periféricos foi desenvolvido como uma ferramenta para
deteccdo de antigenos do OROV (De Souza et al., 2017). Em nivel molecular, as
técnicas baseadas em &cidos nucleicos, como nested RT-PCR e RT-gPCR multiplex,
tornaram-se importantes ferramentas para um diagnostico rapido e especifico da
infeccdo por OROV (Bastos et al., 2012).

1.5 PROTEINAS DE FUSAO VIRAIS

151 Classesl, Ilelll

As reacOes de fusdo de membranas sdo mediadas por proteinas presentes no
envelope viral, que atuam de modo a unir esta bicamada lipidica a uma membrana da
célula hospedeira (Sahoo & Chowdary, 2019). Em sua maioria, as proteinas de fusédo
virais sdo induzidas a sofrer alteracdes conformacionais desencadeadas por mecanismos
especificos, como ligacdo a receptores celulares e/ou alteracdo de pH. As mudancas
conformacionais resultam na exposicao de peptideos de fusdo hidrofébicos ou alcas de
fusdo que interagem com as membranas-alvo, causando desestabilizacdo e mistura de
lipideos (Podbilewicz, 2014). Estas proteinas sdo agrupadas em trés classes (I, Il e I11)
com base em suas principais caracteristicas estruturais (Figura 10) (Tsurudome, 2005).

As proteinas de fusdo virais de classe | se apresentam como homotrimeros
transmembranares constituidos por uma estrutura secundaria predominantemente em
alfa-hélice. Na estrutura metaestavel, seu peptideo de fusdo se encontra na porcao N-
terminal da interface do trimero, onde sofre maturacdo para o estado pré-fusdo através
de processamento proteolitico. Ap6s mudanca conformacional para a estrutura estavel,
seu estado pos-fusdo resulta em trimeros de grampos com a-hélices centrais (Kielian &
Rey, 2006).
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A cadeia polipeptidica das proteinas de fusdo virais de classe Il é constituida
essencialmente por folhas-beta, organizadas de modo que seu peptideo de fusdo seja
encontrado na extremidade de uma alca interna. O procedimento de maturacdo para o
estado de pré-fusdo ocorre através de processamento proteolitico, que promove uma
mudanca conformacional de dimeros metaestaveis para trimeros estaveis. A estrutura
po6s-fusdo resulta em trimeros de grampos compostos por folhas-beta (Kielian & Rey,
2006).

As proteinas de fusdo virais de classe | englobam o0s retrovirus,
filovirus, coronavirus, ortomixovirus e paramixovirus, enquanto as de classe Il sdo
encontradas em alfavirus (proteina E1), flavivirus (proteina E), ortobuniavirus (proteina
Gc), rubivirus e flebovirus (DuBois et al., 2013). Apesar de suas caracteristicas
estruturais marcadamente distintas, essas duas classes de proteinas de fusdo virais
compartilham caracteristicas comuns de insercdo de um peptideo de fusdo hidrofébico
na membrana-alvo e redobragem para conduzir o processo de fusdo de membranas
(Quadro 1) (Pohlmann & Simmons, 2014).

As proteinas de fusdo virais de classe 11l compartilham uma organizacéo
tridimensional distinta daquela encontrada nas classes | e Il. As caracteristicas
estruturais peculiares das proteinas de fusdo dessa classe incluem a presenca de cinco
dominios, que formam uma superhélice trimérica, e a presenca equivalente de alfas-
hélices e folhas-beta (Dittmar & Zanker, 2011).

Os virus codificantes de proteinas de fusdo de classe 11l incluem herpesvirus,
baculovirus e rabdovirus (glicoproteina B, glicoproteina 64 e glicoproteina G,
respectivamente) (Dittmar & Zanker, 2011). Estudos apontam que estas proteinas estdo
envolvidas, também, em processos intracelulares, como maturacdo viral e saida do
virion das células infectadas, sugerindo que evoluiram para executar multiplas funcGes
(Lee et al., 1997; Oomens et al., 1999).
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Figura 10: Proteinas de fusdo de classes I, 1l e 1l1.

TBEV-E

Legenda: llustracdo das proteinas de classes I, Il e Il em estado de pré-fuséo. I: glicoproteina F do virus
Parainfluenza 5 (PIV5-F); Il: glicoproteina E do virus da Encefalite Transmitida por Carrapatos (TBEV-
E); 111: glicoproteina G do virus da Estomatite Vesicular (VSV-G).

Fonte: Adaptado de Podbilewicz, (2014).

Quadro 1: Comparacdo de proteinas virais de fusdo de classes I e I1.

Recurso Classe | Classe 11
. Trimero de proteina de fusdo Dimero metaestavel para
Mudanca conformacional . ] . . N
N metaestavel para trimero de trimero de proteina de fuséo
durante a fusao . x , y
proteina de fusdo estavel estavel
Estrutur ndari -
strutura secu daria Alfa-hélice Folha-beta
predominante
, x Trimero de grampos com Trimero de grampos
Estrutura pos-fuséo . g7
espiral a-helicoidal central compostos de estrutura 3
x o Processamento proteolitico da | Processamento proteolitico da
Maturacgdo através de: . x . .
proteina de fusdo proteina companheira
Locallzaigao do peptideo de Peptideo N_-termlnal Alca interna na ponta da
fusdo na estrutura enterrado na interface do . x
; . proteina de fusdo
metaestavel trimero

Fonte: Adaptado de Keilian & Rey, 2006.

1.5.2 Proteina E1 de Alfavirus

A proteina de fusdo E1 dos alfavirus apresenta caracteristicas estruturais de
uma proteina de fusdo de classe Il, similares entre as espécies. Possui trés dominios
ricos em folhas-beta, denominados I11, I (dominio central) e Il, da membrana proximal a
extremidade distal, onde a ponta do dominio Il € contemplada com loops de fusdo
internos. Em seu estado de pré-fusdo, forma um heterodimero com a proteina de ligacéo
E2, e, apds a fusdo membranar, um homotrimero (Kielian & Rey, 2006).

Durante o processo de fusdo membranar, cada protromero de E1 rearranja trés
dominios para formar uma estrutura intermediaria que, em seguida, se dobra para tras
dando origem em uma conformacdo em grampo pos-fusdo. Na sequéncia, E1 e E2 se

dissociam e trés protbmeros de E1 substituem E2 a partir do centro trimérico. A
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mudanca de conformacdo de seu estado de pré para pds-fusdo envolve rearranjos de
dominios, mas ndo mudanca de estrutura secundaria. Em alfavirus, estes rearranjos de
dominio sdo desencadeados por pH acido (Keilian; Chanel & Liao, 2010; Sahoo &
Chowdary, 2019).

1.5.3 Proteina E de Flavivirus

A proteina de fusdo E dos flavivirus também apresenta caracteristicas
estruturais de uma proteina de fuséo de classe I, similares entre as espécies. Esta possui
cerca de 500 aminoécidos (aa) e trés dominios ricos em folhas-beta: EDI, EDII e EDIII.
Um dominio tronco conecta os dominios EDI-EDIII a regido transmembranar
(Bergamaschi et al., 2019).

O dominio EDI é caracterizado por conter uma estrutura beta-barril de oito
fitas além de um sitio conservado de N-glicosilagdo, e atua conectando os dominios
EDII e EDIII. O dominio EDII é responsavel pela estabilizacdo do dimero e contém um
segundo sitio de glicosilacdo e um loop de fusdo, responsavel pela fusdo entre as
membranas viral e do hospedeiro durante a infeccdo. EDIII, por sua vez, é caracterizado
por uma estrutura de folhas-beta antiparalelas ancorada ao dominio tronco C-terminal.
Em decorréncia de sua alta flexibilidade, este dominio é relativamente independente das
demais por¢des da proteina e atua na interacdo com receptores da membrana do
hospedeiro para iniciar o processo de infeccdo (Bergamaschi et al., 2019; Medits et al.,
2020).

1.5.4 Proteina Gc de Ortobuniavirus

Estruturas cristalinas em estado de pré-fusdo revelam que a proteina Gc é uma
proteina de fusdo de classe I, de modo semelhante as glicoproteinas de alfavirus e
flavivirus. Como estes, a proteina Gc compreende trés dominios de folhas-beta: o
dominio I (DI) é central, o dominio Il (DII) esta contido na regido distal da membrana e
0 dominio Il (DIII) estd proximo a regido proximal da membrana e se conecta ao
tronco e ao dominio transmembranar (Guardado-calvo & Rey, 2017).

Como mencionado anteriormente, a estrutura de Gc em estado de pds-fuséo
também se assemelha aquelas de outras proteinas de fusdo de classe Il (Bignon et al.,
2019). Em pH é&cido, Gc forma trimeros estabilizados por pontes salinas e uma Unica

cauda N-terminal. O DIII é compactado contra a juncdo de DI e DII, e DIl organiza-se
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de modo a projetar o loop de fusdo em direcdo a membrana alvo. Gc também contém
um sitio de N-glicosilagdo conservado em DII, cuja funcédo é estabilizar interagdes com
DIl durante a fusdo (Mittler et al., 2019).

1.6 BIOINFORMATICA ESTRUTURAL

Inicialmente, informacgBes acerca de proteinas eram restritas a sequéncias
aminoacidicas. Em 1971, o Protein Data Bank (PDB) — catdlogo de todas as estruturas
de macromoléculas — foi estabelecido no Brookhaven National Laboratory, liderado por
Walter Hamilton, e o sequenciamento genémico de organismos em conjunto ao
aumento de estruturas macromoleculares tridimensionais disponiveis deram origem a
bioinformatica estrutural (Paiva et al., 2022).

A bioinformaética estrutural € uma subéarea da bioinformética que se dedica ao
estudo da estrutura tridimensional de proteinas, acidos nucleicos e outras biomoléculas.
Essa area combina métodos de bioinformatica (modelos e algoritmos da Ciéncia da
Computacdo), quimica, fisica, matematica e biologia molecular para modelar, analisar e
predizer a estrutura tridimensional de moléculas bioldgicas. Entre seus principais
objetivos, estdo a criacdo de métodos de uso geral para manipular informacdes sobre
macromoléculas e a aplicacdo desses métodos para resolver problemas e gerar solucdes
e novos conhecimentos (Billota & Tradigo & Veltri, 2019).

A realizacdo de analises funcionais de genomas em larga escala voltada para
descricdo de funcbGes de genes e proteinas, bem como a busca da relacdo entre o
genotipo e o fendtipo, envolve uma variedade de métodos, incluindo sistemas modelo
(por exemplo, CRISPR-Cas9), que pode ser utilizado (Shen et al., 2015). Do ponto de
vista funcional, a analise de protedmica € tdo importante quanto a analise genémica,
exatamente porque estudos mostram que enguanto a expressdo génica nos niveis de
DNA ou mRNA permance inalterada, a funcdo proteica pode ser alterada (Griffin et al.,
2002).

Em geral, cada método tem suas vantagens e desvantagens, e, apesar da
bioinformatica ser uma ferramenta valiosa na determinacdo de proteinas, seu uso deve
ser complementado com técnicas experimentais para a obtencdo de resultados mais
robustos. Entre as vantagens da bioinformatica na determinacdo de proteinas estdo:

- Velocidade e eficiéncia: permite uma analise rapida e automatizada de grandes

volumes de dados de sequéncias proteicas;
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- Identificacdo de novas proteinas: ajuda a identificar proteinas desconhecidas a partir
de sequéncias genéticas;

- Andlise comparativa: permite a comparacdo de sequéncias proteicas inter-espécies;

- Predicdo estrutural: permite prever a estrutura 3D de proteinas com base em suas
sequéncias aminoacidicas.

As previsbes de bioinforméatica podem ndo ser totalmente precisas, pois
dependem de algoritmos e modelos matematicos, portanto, também existem
desvantagens inerentes, como:

- Dependéncia de dados de referéncia: a qualidade dos resultados pode depender
diretamente da qualidade e disponibilidade de dados de referéncia;

- Complexidade computacional: analise de proteinas pode ser computacionalmente
intensiva, exigindo recursos computacionais avangados;

- Validagdo experimental: é imprescindivel realizar experimentos laboratoriais para
validar as predicOes e garantir a confiabilidade dos resultados (Gasperskaja, 2017; Billota
& Tradigo & Veltri, 2019).
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2 OBJETIVOS
21  OBJETIVO GERAL

Caracterizar fisico-quimicamente as proteinas de fusdo do MAYV, SLEV e
OROV.

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Determinar suas propriedades residuais (pesos moleculares, pontos isoelétricos
e polaridades aminoacidicas);

* Predizer seus conteudos de estruturas secundarias e localizagdo na cadeia
polipeptidica;

* Identificar a presenga de potenciais sitios de modifica¢des pds-traducionais nas
proteinas em questao;

« Analisar a antigenicidade dessas proteinas de fuséo virais a partir de variaveis

como hidrofilicidade, acessibilidade e flexibilidade.
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3 METODOLOGIA

3.1 ASPECTOSETICOS

Uma vez que o0 presente projeto se trata de um estudo in silico, baseado em
ferramentas de bioinformatica para exploracdo de dados secundarios de dominio
publico, tem-se dispensada a apreciacio por Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos (CEP) ou Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA). A pesquisa estd
cadastrada no SisGen sob o nimero AB8C48B.

3.2  CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Foram incluidas nas analises as sequéncias de referéncia (RefSeq) das proteinas
de fusdo dos arbovirus MAYV, SLEV e OROV traduzidas conceitualmente a partir dos
respectivos genomas virais, sendo excluidos das analises quaisquer fragmentos
peptidicos que ndo estejam assinalados como constituintes estruturais das proteinas de

interesse.

3.3  OBTENCAO DAS SEQUENCIAS AMINOACIDICAS

As sequéncias aminoacidicas completas das glicoproteinas de fusdo E1 do
MAYYV (NP_740694.1:1-436), E do SLEV (YP_009329949.1:1-501) e Gc do OROV
(NP_982303.1:536-1359) foram obtidas do banco de dados NCBI Protein

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/) e salvas em formato FASTA.

3.4  DETERMINACAO DE PROPRIEDADES RESIDUAIS

Os pesos moleculares, pontos isoelétricos e polaridades aminoacidicas das
proteinas de fusdo virais foram determinados através da plataforma PEPSTATS
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/seqgstats/emboss_pepstats/), incluindo cargas N-terminais

e C-terminais e considerando, para cada aminoacido, seu peso molecular médio.

3.5 PREDICAO DE ESTRUTURAS SECUNDARIAS

A predicdo do conteddo de estruturas secundarias e suas localizagdes nas
respectivas cadeias polipeptidicas das trés proteinas de fusdo virais foi realizada através
da plataforma PREDATOR (https://npsa-prabi.ibcp.fr/NPSA/npsa_predator.html),
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configurada para largura de saida em 70 aminoacidos e assinalamento de estruturas
secundérias do tipo DSSP.

36 IDENTIFICACAO DE POTENCIAIS SITIOS DE MODIFICAGOES POS-
TRADUCIONAIS

A busca por padrbes de consenso — sequéncias aminoacidicas onde normalmente
ocorrem modificacbes pos-traducionais — foi realizada através da plataforma
PROSCAN (https://npsa-prabi.ibcp.frNPSA/npsa_proscan.html), configurada para

nivel de similaridade de 100% (sem incompatibilidades).

3.7 ANALISE DE ANTIGENICIDADE POR HIDROFILICIDADE,
ACESSIBILIDADE E FLEXIBILIDADE

A antigenicidade ao longo das cadeias polipeptidicas das proteinas virais de
fusdo foi determinada a partir da convolucdo de variaveis de hidrofilicidade,
acessibilidade e flexibilidade utilizando a plataforma PCPROF (http://npsa-
prabi.ibcp.frfNPSA/npsa_pcprof.html), ajustando o tamanho da janela de anélise para 7

aminoacidos.
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4 RESULTADOS

4.1 PROPRIEDADES RESIDUAIS DAS PROTEINAS VIRAIS DE FUSAO

Os pesos moleculares das proteinas E1 do MAYYV (436 residuos), E do SLEV
(501 residuos) e Gc do OROV (824 residuos) foram 47,47; 54,05 e 93,71 kDa, enquanto
seus pontos isoelétricos foram 7,41; 7,42 e 6,99, respectivamente. As proteinas E1 do
MAYYV e E do SLEV apresentaram predominancia do perfil apolar (56% e 55% dos
residuos, respectivamente), enquanto a proteina Gc do OROV apresentou
predominancia do perfil polar (52% dos residuos); entre os residuos polares, houve
predominancia de neutros sobre carregados (basicos mais acidos) nas duas primeiras
proteinas (53-55% vs. 45-47%, respectivamente) e o contrario na Ultima (48% vs. 52%,

respectivamente) (Grafico 1).
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Gréfico 1: Propriedades residuais das proteinas de fusdo do MAYYV, SLEV e OROV.

E1-MAYV

E-SLEV

Gc-OROV

42  ESTRUTURAS SECUNDARIAS PREDITAS NAS PROTEINAS VIRAIS DE
FUSAO

Embora bobinas aleatorias tenham prevalecido no contetdo predito de
estruturas secundarias das proteinas E1 do MAYYV, E do SLEV e Gc do OROV
(61,70%, 59,68% e 67,48%, respectivamente), as duas primeiras proteinas apresentaram
menos alfa-hélices (16,51% e 15,17%, respectivamente) do que folhas-beta (21,79% e

25,15%, respectivamente), enquanto o oposto foi observado na ultima (20,39% alfa-
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hélices e 12,14% folhas-beta). Além disso, a proteina E1 do MAYV mostrou uma
mistura de alfa-hélices, folhas-beta e bobinas aleatdrias preditas apenas nos tercos N-
terminal e C-terminal, j& que o terco central foi predito ter apenas as duas Ultimas
estruturas secundarias, enquanto alfa-hélices, folhas-beta e bobinas aleatorias foram
preditas de ocorrer nos trés tercos das proteinas E do SLEV e Gc do ORQV (Gréfico 2).

Gréfico 2: Estruturas secundarias preditas nas proteinas de fusdo do MAYV, SLEV e
OROV.

E1-MAYV

e Alfa-hélice = Folha-beta s Bobina aleatdria

E-SLEV

IIMI 1 Y iy

103
120
137
154
171
188
205

4
4
]

239
256
273
290

r~ =
o o~
m M

341
158
375
392
409
426
443
460
477
494

Posigdo do aminodcido

[=]
W

m— Alfa-hélice s Folha-beta == Bobina aleatéria

— Alfa-hélice s Folha-beta == Bobina aleatdria

29

57

85
113
141
169
197
225
253
281
309
337
365
353
421
449
ar7
505
533
561
589
617
645
673
701
729
757
785
813



34

4.3 POTENCIAL DE ~MODIFICAC}()ES POS-TRADUCIONAIS DAS
PROTEINAS VIRAIS DE FUSAO

Padrdes de consenso para N-glicosilacdo, fosforilagdo por proteina-cinase C
(PKC), fosforilagdo por caseina-cinase Il (CK2) e N-miristoilacdo foram encontrados
nas trés proteinas virais de fusdo, mas em diferentes proporcdes: as proteinas E1 do
MAYV, E do SLEV e Gc do OROV mostraram maior potencial relativo para
fosforilagdo por PKC (1,38 sitio por 100 residuos), N-miristoilacao (3,39 sitios por 100
residuos) e fosforilacdo por CK2 (1,82 sitio por 100 residuos), respectivamente. Em
relacdo a N-glicosilagdo, as proteinas E1 do MAYV e E do SLEV apresentaram, cada
uma, um unico sitio (nas posicdes aminoacidicas 141 e 154, respectivamente), e a
proteina Gc do OROV apresentou trés sitios (nas posi¢cdes aminoacidicas 79, 141 e
622). Alem disso, padrdes de consenso para fosforilagcdo por tirosina-cinase (TK) foram
encontrados apenas nas proteinas E1 do MAYV e Gc do OROV (0,23 e 0,24 sitio por
100 residuos, respectivamente), enquanto padrées de consenso para fosforilagdo por
proteina-cinase dependente de cCAMP e cGMP (PKA/G) foram encontrados apenas no
altimo (0,36 sitio por 100 residuos) (Gréfico 3).
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Grafico 3: Potencial de modificacbes pos-traducionais das proteinas de fusdo do
MAYYV, SLEV e OROQV (sitios por 100 residuos).
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4.4 PROPENSAO ANTIGENICA DAS PROTEINAS VIRAIS DE FUSAO

A convolucdo das variaveis de hidrofilicidade, acessibilidade e flexibilidade
resultou em maiores propensdes antigénicas na metade N-terminal do que na metade C-
terminal das trés proteinas virais de fusdo. Especificamente, tais propensdes foram
méaximas em torno dos residuos Pro74/Arg247 para a proteina E1 do MAYYV,
Arg85/Asp148 para a proteina E do SLEV e Asp131/Pro397/GIn585 para a proteina Gc
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do OROV (Gréfico 4).

Gréfico 4: Propensdo antigénica das proteinas de fusdéo do MAYV, SLEV e OROV a
partir de variaveis de hidrofilicidade, acessibilidade e flexibilidade (HAF).
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5 DISCUSSAO

Nos ultimos anos, diversas doencas surgiram devido a ocorréncia de varios
surtos causados por diferentes arbovirus emergentes. Desde entdo, estes tém se tornado
cada vez mais constantes e importantes ameacas, sobretudo em regifes de clima
tropical, onde mudancas climaticas, desmatamento, migracdo populacional e precérias
condi¢des sanitarias contribuem para a replicacdo e transmissdo viral (Lopes et al.,
2014). Em decorréncia de diversos fatores virais/vetoriais e hospedeiros, as doengas
transmitidas por vetores respondem por, aproximadamente, 17% da carga estimada de
doencas infecciosas e, juntas, acarretam em mais de 700.000 mortes por ano (Agboli et
al., 2022).

Em geral, é aceito que as glicoproteinas sdo imprescindiveis para entrada do
virus na célula, porém, pouco se sabe ainda acerca de seu envolvimento nos eventos
iniciais da infeccdo (Rosa et al., 2017). Na condicdo de virus envelopados, MAYYV,
SLEV e OROV dependem amplamente de suas proteinas de fusdo de classe Il (E1, E e
Gc, respectivamente) que medeiam o processo de fusdo das membranas virais e
celulares. A fim de uma maior compreensdo dos mecanismos de a¢do de uma proteina
de fusdo de membranas, informacdes estruturais de suas conformacdes pré e pos-fuséo
tornam-se cada vez mais necessarias.

Na regido Norte do Brasil, a Amazonia engloba uma biodiversidade natural
abundante, onde centenas de espécies de arbovirus ja foram catalogadas, sobretudo nos
estados do Pard e Amazonas (Rosa, 2016; Mourdo et al., 2015). Patdgenos como o
MAYYV e 0 OROV tém sido frequentemente identificados nessas regides em pacientes
com quadros febris inespecificos ou com lesdo neuroldgica (Saatkamp et al., 2020;
Chiang et al., 2021). Da mesma forma, o SLEV tem sido detectado em diferentes
estados brasileiros, sugerindo possivel emergéncia (Moraes et al., 2021).

Apesar disso, esses patdégenos continuam sendo um desafio para autoridades de
salde pablica em regifes endémicas, onde 0 monitoramento continuo é imprescindivel
para controlar a dispersao e prevenir o surgimento de novos surtos (Acosta-Ampudia et
al., 2018). A falta de apoio diagnostico simplificado e preciso, além de alternativas
profilaticas também séo obstaculos a serem superados. Felizmente, o desenho racional
de peptideos antigénicos utilizando ferramentas in silico € uma realidade promissora no
desenvolvimento de ensaios de imunodiagnoéstico (Ali et al., 2017).

A recente determinacao da estrutura de pré-fusdo da proteina gB do HCMV e a
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estabilizagdo funcional da proteina gB do HSV-1 pela adicdo de uma prolina a um
elemento conservado (Liu et al., 2021; Vollmer et al., 2020), por exemplo, marcam um
passo importante para utilizacdo dessas proteinas no desenvolvimento de imundgenos e,
depois disso, para diferentes alvos, incluindo DENV e CHIKV, entre outros (Hoque et
al., 2021).

Aqui, observamos que as proteinas E1 do MAYYV e E do SLEV compartilham
mais caracteristicas fisico-quimicas entre si do que com a proteina Gc do OROV.
Enguanto E1 e E demonstram uma predominancia de perfil apolar, Gc tende a ser mais
polar. Adhikari e colaboradores (2018) caracterizaram esta Gltima como uma proteina
levemente bésica, estavel e hidrofilica, corroborando nossos dados no que tange a
predominancia do carater polar em seus aminoacidos.

Ali e colaboradores (2017) explicam que a média geral de hidropaticidade com
valor negativo indica uma proteina de natureza hidrofilica, ou seja, que ird interagir com
solventes polares. A media geral de hidropaticidade de seu estudo foi de -0,200 para
proteina E do DENV a partir do servidor ProtParam, utilizando, no entanto, uma
sequéncia de amino&cidos proveniente de formulacdo vacinal. Quanto a previsdo de
estrutura secundaria da proteina E do SLEV, nossos achados mostraram menos alfa-
hélices do que folhas-beta, assim como estudos realizados com DENV por Ali e
colaboradores (2017), onde o resultado geral da previsdo de estrututura secundaria
indicou presenca de apenas 15,3% de alfa-hélices.

Apesar da importancia de Orthobunyavirus, considerado o maior género dentro
da ordem Bunyavirales, estudos acerca da organizacdo estrutural de sua particula
infecciosa parecem escassos (Maes et al., 2018). Com base em sua estratégia funcional,
de fato prevé-se que a glicoproteina Gc pertenca a classe Il das proteinas de fusao de
membrana, como um homdlogo distante das glicoproteinas de fusdo dos flavivirus e dos
alfavirus (Bignon et al., 2019). Entretanto, em termos estruturais, nossos achados a
descrevem como uma molécula predominatemente polar, com maior percentual de alfa-
hélices do que folhas-beta, tipico de proteinas de fusdo de classe I.

Em estudo recente, Hellert e colaboradores (2023) enfatizam que a identidade
da sequéncia aminoacidica de Gc de ortobuniavirus e Gc de virus em outras familias da
ordem Bunyavirales € muito baixa, ficando abaixo de 12%. Reforcando o nosso
raciocinio, este mesmo estudo concluiu que a proteina Gc é diferente de qualquer outra
proteina de fusdo de classe Il descrita até 0 momento (Hellert et al., 2023).

Além disso, na presente investigacdo, as proteinas E1 do MAYYV, E do SLEV e
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Gc do OROV apresentaram maior propensdo a fosforilagdo por PKC, N-miristoilacéo e
fosforilagdo por CK2, respectivamente. Ardito e colaboradores (2017) salientam que a
fosforilagdo é um dos mais conservados tipos de modificagdo pos-traducional, onde o
grupo fosfato é adicionado a aminoécidos como serina, treonina ou tirosina através de
uma reacdo reversivel utilizando trifosfato de adenosina (ATP). Em consonancia,
estudos concluem que a fosforilagdo desempenha um papel fundamental na proteina,
que vai desde interacdo e estabilidade proteica a regulacdo da transcrigdo, progressdo do
ciclo celular e apoptose (Keck et al., 2015).

A miristoilacdo, por sua vez, é marcada pela ligagdo do grupo miristoil,
mediada por N-miristoil transferases (NMT), a glicina N-terminal da proteina (Kumar et
al., 2021). Em concordancia com nossos achados, os resultados in silico de
Suwanmanee e colaboradores (2019) detectaram abundantes sitios de N-miristoilagdo
em distintos sorotipos de DENV, determinando que os locais mais frequentes de
miristoilacdo foram nas proteinas E, NS5 e NS3.

Nos ultimos anos, a caracterizacdo estrutural e funcional de diversas proteinas
de fusdo permitiu que etapas cruciais desse processo fossem elucidadas. Ao contrario
dos membros da classe I, os peptideos de fuséo de classe Il ndo estdo localizados na
porcdo N-terminal, mas formando uma alga interna que conecta as cadeias 3 na ponta do
dominio Il (Lozada et al., 2021).

A resultante da interacdo entre os parametros de hidrofilicidade, acessibilidade
e flexibilidade das proteinas deste estudo resultou em maior potencial de antigenicidade
na metade N-terminal do que na metade C-terminal. Harrison e colaboradores (2008)
apontam que, geralmente, € na regido N-terminal de uma proteina de fusdo que se
encontra o dominio de ligacéo ao receptor.

Para proteina E1 do MAYYV, um perfil de alta flexibilidade foi observado ao
longo de grande extensdo da proteina, sobretudo no que tange as regiGes marcadas por
alta hidrofilicidade e acessibilidade. Em decorréncia de sua alta flexibilidade, por sua
vez, o dominio C-terminal € relativamente independente das demais porcoes da proteina
E do SLEV (Bergamaschi et al., 2019; Medits et al., 2020).

A avaliacdo da proteina Gc do OROV neste estudo revelou picos de
hidroficilidade, acessibilidade e flexibilidade no decorrer de toda a extensdo da
molécula. Em andlise funcional da proteina Gc do virus Bunyamwera, Shi e
colaboradores (2009) indicaram que a metade C-terminal é essencial para mediar a

reacdo de fusdo celular, enquanto que a metade N-terminal é dispensével, sugerindo que
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0 peptideo de fusdo dos ortobuniavirus esta localizado na regido proximal da membrana.

Ainda que os dados aqui presentes se mostrem em linha com diferentes estudos
disponiveis na literatura, ressalta-se a necessidade de andlise experimental in vitro, ja
que o estudo considera apenas sequéncias de referéncia das proteinas de fusdo, que ndo
necessariamente refletem a diversidade de variantes existentes. Apesar das limitacdes,
esta investigacdo esclarece os detalhes da biologia estrutural desses arbovirus para
revelar pontos criticos da interacdo virus-célula e fornecer pistas ao desenvolvimento

racional de estratégias antivirais.
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6 CONCLUSOES

A utilizacdo de ferramentas de bioinformética para andlise de arbovirus emergentes
realizada neste estudo permitiu a descrigdo de caracteristicas peculiares de proteinas criticas para
a infeccdo viral, fortes candidatas a alvos de estudos para o desenvolvimento de imundgenos. Em
destaque, notamos que as proteinas E1 do MAYV e E do SLEV compartilham mais
caracteristicas fisico-quimicas entre si do que com a proteina Gc do OROV, embora todas sejam

agrupadas sob a mesma classe de proteinas virais de fusdo.
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