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RESUMO

OBIJETIVO: Tracar o perfil infeccioso do virus Mayaro (MAYV) e do virus Chikungunya (CHIKY) em quatro diferentes
linhagens de células. MATERIAIS E METODOS: Os isolados desses virus foram utilizados para infectar culturas das
seguintes linhagens celulares — C6/36, VERO, BHK-21 e LLC-MK2 — sob a multiplicidade de infeccéo de 1 PFU/célula,
as quais foram monitoradas por até 96 h pés-infeccdo (hpi) por microscopia de contraste de fase para registrar o efeito
citopdtico (CPE); e, em seguida, foram submetidos a ensaios de imunofluorescéncia indireta (ilF) e reacdo em cadeia da
polimerase de transcricdo reversa quantitativa (QRT-PCR) para deteccdo de antigenos virais e determinacéo da carga de
RNA, respectivamente. RESULTADOS: Para ambos os virus, as células VERO e BHK-21 apresentaram CPE de 24 hpi, as
LLC-MK2 apresentaram CPE a partir de 48 hpi e as C6/36 ndo apresentaram qualquer CPE. Nos ensaios de ilF, todas as
células j& se tornaram positivas a 6 hpi, com excecéo das células LLC-MK2 e BHK-21 infectadas com CHIKV. Finalmente,
os ensaios qRT-PCR mostraram que, em geral, as células infectadas com MAYV apresentaram aumento da carga de RNA,
embora as células LLC-MK2 infectadas pelo CHIKV tenham apresentado a maior carga de RNA. CONCLUSAQO: Ao avaliar
o comportamento desses arbovirus em diferentes tipos de culturas de células, incluindo alguns ndo comumente utilizados
na rotina do diagnéstico laboratorial, o presente estudo fornece néo apenas uma melhor compreenséo da cinética de
replicacdo de MAYV e CHIKV, mas também oportunidades para a otimizacéo de seu diagndstico em amostras biolégicas.
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ABSTRACT

OBJECTIVE: To trace the infection profile of Mayaro virus (MAYV) and Chikungunya virus (CHIKV) in four different cell
lineages. MATERIALS AND METHODS: The isolates of these viruses were used to infect cultures of the following cell
lineages — C6/36, VERO, BHK-21, and LLC-MK2 — under the multiplicity of infection of 1 PFU/cell, which were monitored
for up to 96 h post-infection (hpi) by phase-contrast microscopy to register the cytopathic effect (CPE); and in addition were
subjected to indirect immunofluorescence (ilF) and quantitative reverse transcription polymerase chain reaction (qRT-PCR)
assays for virus antigen detection and RNA load determination, respectively. RESULTS: For both viruses, VERO and BHK-21
cells had CPE of 24 hpi, LLC-MK2 cells presented CPE from 48 hpi, and C6/36 did not present any CPE. In the ilF assays,
all cells were already positive at 6 hpi, with the exception of CHIKV-infected LLC-MK2 and BHK-21 cells. Finally, gRT-PCR
assays showed that in general cells infected with MAYV presented higher RNA load, although CHIKV-infected LLC-MK2
cells showed the highest RNA load. CONCLUSION: By evaluating the behavior of these arboviruses in different types of
cell cultures, including some not commonly used in the laboratory diagnostic routine, the present study provides not only
a better comprehension of the replication kinetics of MAYV and CHIKV, but also opportunities for the optimization of their
diagnosis in biological samples.
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INTRODUCAO

O virus Mayaro (MAYV) e o virus Chikungunya
(CHIKV) sé@o arbovirus pertencentes & familia Togaviridae,
género Alphavirus. O MAYV foi isolado pela primeira
vez em 1954, em amostras de trabalhadores rurais em
Trinidad e Tobago e, posteriormente isolado na drea
do rio Guamd, no estado do Pard, Brasil. O CHIKV foi
isolado pela primeira vez na Tanzénia, em 1952, durante
um surtfo atribuido ao virus da Dengue (DENV)'2:345,

Surtos e epidemias de febre de Mayaro foram
registrados no Brasil, Bolivia e Peru. No norte do Brasil,
existem relatos de vdrios surtos ocorridos em cidades
do estado do Pard, como Belterra (1978), Conceicéo
do Araguaia (1981) e Benevides (1991) e no estado
do Amazonas, em Manaus (2007-2008)°. No periodo
de 2014 a 2016, foram notificados e distribuidos 343
casos suspeitos humanos de febre de Mayaro em 11
estados brasileiros, destacando-se o estado de Goids
que apresentou a maior frequéncia’. Por outro lado, o
primeiro caso autéctone de febre Chikungunya ocorreu
nas Américas em 2013, na regido do Caribe, chegando
ao Brasil em 2014 e causando dezenas de milhares de
casos®?. De 2014 a 2017, 505.723 casos humanos
suspeitos de febre de Chikungunya foram relatados no
Brosil‘?,]o,]],'\Q,'\S.

Nos seres humanos, a infeccdo pelo MAYV
¢ esporddica, afetando  principalmente  pessoas
provenientes de florestas tropicais, onde seu principal
vetor é o mosquito Haemagogus janthinomys. Em
relacdo ao CHIKV, um ciclo selvagem e periurbano da
doenca foi descrito na Africa, transmitido pelo Aedes
aegypti, e sua disseminacdo para o Oceano indico,
Asia e Europa estava relacionada & presenca do vetor

Aedes albopictus®+57:14,

A condicdo clinica do paciente afetado pela febre de
Mayaro é de inicio repentino, caracterizada por febre
atingindo 39 °C, dor de cabeca, mialgia, erupcao cutnea
(principalmente no peito, costas, bracos e pernas), dor
intensa nas articulacdes dos pulsos, tornozelos, dedos,
joelhos e cotovelos, bem como na coluna lombar e
sacral. Da mesma forma, a febre de Chikungunya é
caracterizada por poliartrite/artralgia simétrica nos pulsos,
tornozelos e cotovelos, e pode regredir apds 10 dias de
infeccéo ou progredir para cronicidade®>7 14151617,

O método mais especifico para o diagnéstico de
infeccbes por arbovirus é a reacdo em cadeia da
polimerase com transcricdo reversa (RT-PCR), mas o
isolamento do virus seguido de imunofluorescéncia (IF)
¢ considerado o método padrdo-ouro para detectar o
agente infeccioso. Tentativas de isolamento de virus
podem ser realizadas por inoculacdo em culturas de
células de camundongos albinos suicos recém-nascidos
(2 a 3 dias) e, eventualmente, também em mosquitos' '8,

As culturas de células de artrépodes tém sido cada
vez mais utilizadas, pois demonstram sensibilidade
ao isolamento de virus semelhante a camundongos
lactantes. Entre as linhagens celulares de artrépodes
mais utilizadas estdo as células C6/36 de Aedes
albopictus, células AP-61 de Aedes pseudoscutellaris e

células TRA-284 de Toxorhynchites amboinensis''¢1?. As
culturas de células vertebradas também sdo amplamente
utilizadas e incluem células VERO do rim de macaco
verde africano (Chlorocebus aethiops), células BHK-21
do rim de hamster bebé (Mesocricetus auratus) e células
LLC-MK2 do rim de macaco rhesus (Macaca mulatta)'2°.

Sobre muitos arbovirus, pouco ou nada se sabe sobre
suas caracteristicas ecopidemiolégicas e moleculares e
sua capacidade de infectar vdrias linhagens celulares
disponiveis atualmente. Assim, este trabalho teve como
objetivo tracar o perfil de infeccéo de MAYV e CHIKV em
quatro linhagens celulares, analisando a suscetibilidade
e a permissividade das células BHK-21 e LLC-MK2 as
infeccées por alphavirus em comparacéo as células
C6/36 e VERO, que sdo mais frequentemente utilizadas
em laboratérios especificos. Além disso, foram realizados
estudos da cinética de replicacdo viral para acompanhar
a progressdo da infeccdo pelo virus nessas linhagens
celulares, avaliando o efeito citopdtico (CPE), detecgéo
de antigeno do virus e a progénie de carga RNA.

MATERIAIS E METODOS
AMOSTRAS DE VIRUS

Os isolados de virus brasileiros utilizados neste estudo
foram fornecidos pela coleta de arbovirus da Secéo de
Arbovirologia e Febre Hemorrdgica (SAARB) do Instituto
Evandro Chagas (IEC). A cepa MAYV (BeAr20290;
passagem 2; gendtipo L; nimero de acesso genbank
KY618127) foi isolada de um artrépode hematéfago
(Haemagogus sp.) em 1960 e CHIKV (BeH803609;
passagem 2; gendtipo asidtico; nimero de acesso
genbank KP164571) foi isolada a partir do sangue de
um ser humano doente em 2014. Os estoques de CHIKV
e MAYV utilizados foram origindrios de fluidos de cultura
de células e cérebro de camundongos, respectivamente,
mantidos em freezer a -70 °C.

CULTURA DE CELULAS

As células utilizadas neste estudo foram cultivadas de
acordo com as particularidades de cada linhagem. As
células C6/36 (ATCC, EUA) foram cultivadas a 28 °C
em meio Leibovitz L-15 com L-glutamina (Gibco, EUA)
suplementada com soro bovino fetal (FBS) a 5% (FBS)
(Gibco, EUA), fosfato de triptose a 3% (Himedia, India),
10 ml/L de aminodcidos ndo essenciais (Baktron
Microbiology, Brasil) e 1% de solucdo antibidtica
(10.000 U/mL de penicilina e 10.000 ung/mL de
estreptomicina) (Gibco, EUA)'2'. As células VERO
(ATCC) foram cultivadas a 37 °C e 5% de CO, no
meio 199 (Gibco, EUA) suplementado com 2,2 g/L de
bicarbonato de sédio (Sigma, EUA), 5% de SFB e 1%
de solucdo antibiética???, As células BHK-21 (ATCC)
foram cultivadas a 37 °C e 5% de CO, em MEM? e as
células LLC-MK2 (ATCC) foram cultivadas a 37 °C e 5%
de CO, em DMEM?**, ambas suplementadas com 3,7 g/L
e 2,2 g/L de bicarbonato de sédio, respectivamente, 5%
de FBS e 1% de solucéo antibiética.

PREPARACAO E TITULACAO DE ESTOQUES DE VIRUS

Os estoques de virus foram preparados, inoculando
200 pl dos isolados de virus em células VERO cultivadas



em frascos de cultura de 25 cm?. A infeccéo foi realizada
pelo método de adsorcdo viral. Apds a infeccdo, as
células eram visualizadas diariamente por microscopia
optica (LM) para a observacéo do CPE. O sobrenadante
da cultura celular foi obtido de culturas com CPE e

fracionado em aliquotas de 500 upl e armazenado
a-70°C.

Os titulos infecciosos dos estoques de virus foram
determinados pelo ensaio de placa?® usando diluigdes
seriadas de 10 vezes (10" a 107) de cada amostra
preparada no meio 199; 200 ul de cada diluicdo foram
inoculados em placas de 6 pocos e, apds 1 h, foram
adicionados 3 mL de meio de cultura semissélido (1,6%
de carboximetilcelulose no meio 199) suplementado
com 2% de FBS e 1% de solucdo antibidtica. As placas
foram incubadas a 37 °C e 5% de CO, por 48 h e,
simultaneamente, fixadas e coradas por 3 h em solucéo
contendo 1% de cristal violeta, 30% de etanol e 20%
de formalina em solucéo salina tamponada com fosfato
(PBS). As placas foram contadas e os tftulos de virus
foram expressos como unidades formadoras de placas

(PFU)/mL.
INFECCAO EXPERIMENTAL DAS LINHAS CELULARES

Para padronizar a dose infectante, foi utilizada a
multiplicidade de infeccdo (MOI) de 1 PFU/célula para
todas as linhagens celulares e preparadas placas de
6 pocos contando as células de acordo com o titulo
de virus obtido em C6/36, VERO, Células BHK-21 ou
LLC-MK2; e entdo cada placa de poco foi infectada com
MAYV ou CHIKV por adsorcéo de 1 h para realizar as
andlises da cinética de replicacdo de virus nas 6, 12, 24,
48, 72 e 96 h pos-infeccéo (hpi). Um controle negativo
foi utilizado para cada linha celular. Todas as infecgdes
foram realizadas de acordo com os padrées de nivel trés
de biosseguranca.

CONTRASTE DE FASE LM (PCLM)

As células foram observadas para CPE por pclM. As
imagens de contraste de fase foram adquiridas em um
microscépio Axiovert 25 usando lente objetiva 10x/0,25
CP-Achromat (Zeiss, Alemanha). Os conjuntos de

imagens foram processados usando o software Image)
1.48 (NIH, EUA).

ENSAIO DE IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA (IIF)

As células foram colhidas por raspagem e submetidas
a IF seguindo um protocolo adaptado de Gubler et al.%.
Foram utilizados, como anticorpo primdrio, anticorpos
policlonais anti-alfavirus produzidos em camundongos
e, como anticorpos secunddrios, anticorpos
anti-camundongos conjugados com isotiocianato de
fluoresceina (Cappel). As imagens IF foram adquiridas
em um microscépio BX51 usando uma cémera com
lente objetiva UPlanFL N 20x/0.5 e filtros WB e U-25ND
(Olympus, Japéo). Os conjuntos de imagens foram
processados usando o software ImageJ 1.48 (NIH, EUA).
Uma quantidade de classificacdo de pontuagdo positiva
baseada em células estabelecida por inspecéo visual foi
usada para a expressdo dos niveis de intensidade de
fluorescéncia das imagens de IF da seguinte forma: (1+
=1 a25% das células positivas, 2+ = aproximadamente
50% das células positivas, 3+ = aproximadamente 75%

das células positivas e 44+ = aproximadamente 100%
das células positivas).

RT-PCR QUANTITATIVO (QRT-PCR)

Os sobrenadantes das culturas celulares foram
colhidos por aspiracéo e submetidos a gRT-PCR seguindo
os protocolos padronizados por Celestino Junior? e
Lanciofti et al.?8. Os sobrenadantes das culturas de células
infectadas foram submetidos & extracéo de RNA usando
o Maxwell 16 Total RNA Purification kit no instrumento
Maxwell 16 (Promega, EUA). Para a execucéo da técnica
de gRT-PCR, foi utilizado o kit gRT-PCR de uma etapa
SuperScript Ill Platinum com sondas TagMan (Invitrogen,
EUA) no sistema de PCR em tempo real ViiA 7 (Applied
Biosystems, EUA). Os grdficos exponenciais gerados
pelas amplificacées foram analisados no software Prism

6.0 (GraphPad, EUA).

RESULTADOS

PROGRESSAO DO CPE E TITULACAO DO ESTOQUE
DE VIRUS

O ftitulo CHIKV foi de 5,4 x 10’ PFU/mL, enquanto o
titulo MAYV foi de 3,2 x 108 PFU/mL. Nas células BHK-21
(Figura 1A) infectadas com CHIKV, a manifestacdo de
CPE ocorreu a partir de 24 hpi; aos 48 hpi, a presenca
de CPE era mais evidente; e, a partir de 72 hpi, a
monocamada foi totalmente destruida. O mesmo padréo
foi observado no MAYV nessas células, porém o CPE
foi detectado precocemente com apenas 12 hpi. Nas
células C6/36 infectadas por virus (Figura 1B), ndo foi
observado CPE. As células LLC-MK2 infectadas por
virus (Figura 1C) apresentaram CPE relativamente mais
tarde, de 48 hpi em culturas MAYV e 72 hpi em células
infectadas por CHIKV, que progrediram com a destruicéo
da monocamada a 96 hpi. As células VERO infectadas
por virus (Figura 1D) mostraram manifestacdo de CPE
de 24 hpi com efeito mais proeminente nas culturas de
MAYV neste momento; e uma rdpida progressdo para
ambos os virus em direcéo & destruicdo da monocamada
nos pontos de tempo subsequentes.

Nas células BHK-21, VERO e LLC-MK2 infectadas
com MAYV e CHIKV, foi observada a ocorréncia de tipo
litico de CPE, causando a pilhagem das células mortas,
bem como a sua refracdo até a completa destruigdo
da monocamada. Né&o foram observadas diferencas
morfolégicas entre as células infectadas com MAYV e
CHIKV. Os controles negativos de cada linha de células
sGo apresentados na figura 2.

PROGRESSAO DA DETECCAO DE ANTIGENOS POR VIRUS

Em relacéo ao IF das células BHK-21 infectadas com
CHIKV (Figura 3A, painéis esquerdos), a positividade de
1+ foi observada a 12 hpi e 2+ a 24 hpi; as 48 hpi,
a fluorescéncia progrediu para a positividade de 3+;
e, nos momentos subsequentes, houve estabilizacdo da
positividade em 3+. Por outro lado, as células BHK-21
infectadas com MAYV (Figura 3A, painéis & direita) ja
mostravam a positividade de 14 a 6 hpi; as 12 e 24 hpi,
houve positividade de 2+; as 48 hpi, a fluorescéncia
progrediu para a positividade de 3+; a partir de 72 hpi,
houve positividade de 4+.
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As células BHK-21 (A), C6/36 (B), LLC-MK2 (C), e VERO (D) foram infectadas com CHIKV (painéis a esquerda) ou MAYV (painéis a direita) sob o MOI
de 1 PFU/célula para os tempos indicados apés a infecgdo, quando suas imagens de luz transmitidas foram registradas para medir o CPE pelo LM,
usando um anel de contraste de fase. As imagens representam trés campos visuais selecionados aleatoriamente para cada condigdo.

Figura 1 — Progressdo da CPE em células infectadas por alphavirus
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As células BHK-21, C6/36, LLC-MK2, e VERO foram cultivadas por 48 h, quando suas

.

imagens de luz transmitidas foram registradas para medir o CPE pelo LM, usando um anel de
contraste de fase. As imagens representam trés campos visuais selecionados aleatoriamente

para cada condig@o.

Figura 2 — O CPE em células néo infectadas

As células C6/36 infectadas com CHIKV (Figura 3B,
painéis & esquerda) mostraram apenas uma célula positiva
a 6 hpi no Fll, com progress@o nas horas subsequentes:
a 12 hpi com a positividade de 2+ e a 24, 48, 72, e 96
hpi com positividade de 3+. As células C6/36 infectadas
com MAYV (Figura 3B, painéis & direita) mostraram a
positividade de 1+ a é hpi e 2+ a 12 hpi, tendo uma
progressdo diretamente para 3+ a 24 hpi; a partir de
48 hpi, houve positividade de 4+.

Em relacdo as células LLC-MK2 infectadas com
CHIKV (Figura 3C, painéis & esquerda), a positividade
de 1+ foi observada a 24 hpi, aumentando diretamente
para 3+ de 48 hpi a 96 hpi. Em contraste, as células
LLC-MK2 infectadas com MAYV (Figura 3C, painéis &
direita) j& haviam mostrado a positividade de 1+ a 6 hpi
e 12 hpi; as 24 hpi e 48 hpi foi observada positividade
de 2+ e 3+, respectivamente; houve positividade de 4+
a partir de 72 hpi.

As células VERO infectadas com CHIKV (Figura 3D,
painéis a esquerda) ou MAYV (Figura 3D, painéis & direita)
i@ haviam mostrado positividades semelhantes no ensaio
iIF com 24 a 6 hpi e 12 hpi, crescendo posteriormente
para 3+ a 24 hpi. Ambos os virus resultaram na mesma
positividade de 4+ as 48 hpi, com a estabilizacdo da
positividade em 4+ nas horas subsequentes.

Todas as andlises de cultura de células mostraram
maior intensidade de fluorescéncia nas células infectadas
pelo MAYV.

Os controles negativos do IF de cada linha de células
sdo apresentados na figura 4.

PROGRESSAO DA CARGA DE RNA NO SOBRENADANTE

Conforme avaliado por gRT-PCR no sobrenadante
de culturas celulares, em células BHK-21 infectadas
com CHIKV (Figura 5A, barras pretas), o RNA viral foi
detectado a 6 hpi (3,60 x 10® cépias/pl), com aumento
nesse valor nos tempos subsequentes de 12 hpi (8,68 x
10° cépias/pl), 24 hpi (2,60 x 10* cépias/plL), 48 hpi
(3,31 x 10° cépias/ul), e 72 hpi (3,81 x 10° copias/pl).
Eventualmente, houve uma queda na carga viral em 96
hpi (2,84 x 10° coépias/pl). Por outro lado, as células
BHK-21 infectadas com MAYV (Figura 5A, barras
cinza) apresentaram carga viral crescente — 4,87 x 102
cépias/pul a 6 hpi, 6,85 x 10° cépias/pl a 12 hpi, 9,82 x
10% copias/pl a 24 hpi, 6,63 x 10° copias/ul a 48 hpi,
6,87 x 10° coépias/ul a 72 hpi e 1,28 x 10° cépias/ulL
a 96 hpi.

As células C6/36 infectadas com CHIKV (Figura 5B,
barras pretas) apresentaram cargas de RNA de 2,76 x
102 cépias/plL a 6 hpi, 9,36 x 102 cépias/uL a 12 hpi,
1,27 x 10° cépias/pL a 24 hpi, 1,14 x 10* cépias/plL
a 48 hpi, 3,60 x 10° cépias/pL a 72 hpi e 8,76 x 10°
cépias/pl a 96 hpi. As células C6/36 infectadas pelo
MAYV (Figura 5B, barras cinza) mostraram 3,36 x 10?2
cépias/pl a 6 hpi, 1,08 x 103 cépias/uL a 12 hpi, 2,25 x
10° copias/pL a 24 hpi, 2,14 x 10* cépias/pL a 48 hpi,
4,42 x 10° cépias/pL a 72 hpi e 6,86 x 10° copias/pl
a 96 hpi.

Rev Pan-Amaz Saude 2018; 9(4):1-11



As células BHK-21 (A), C6/36 (B), LLC-MK2 (C), and VERO (D) foram infectadas com CHIKV (painéis & esquerda) ou MAYV (painéis & direita) sob o
MOl de 1 PFU/célula para os tempos indicados apés a infeccéo, quando foram fixados para medir a deteccdo de antigenos por IF, usando anticorpos

primdrios especificos e anticorpos secunddrios marcados com FITC. As imagens representam trés campos visuais selecionados aleatoriamente para
cada condicéo.

Figura 3 — Progressédo da deteccdo de antigeno do virus em células infectadas por alphavirus




BK-21 C6/36
LLC-MK2 VERO

As células BHK-21, C6/36, LLC-MK2, e VERO foram cultivadas por 48 h, quando fixadas para medir a deteccéo
de antigeno por IF usando anticorpos primérios antialphavirus e anticorpos secunddrios marcados com FITC. As
imagens representam trés campos visuais selecionados aleatoriamente para cada condicéo.

Figura 4 — A deteccdo do antigeno do virus em células néo infectadas
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As células BHK-21 (A), C6/36 (B), LLC-MK2 (C), e VERO (D) foram infectadas com CHIKV (barras pretas) ou MAYV (barras cinzas) sob o MOl de 1
PFU/célula para os tempos indicados apés a infeccdo, quando seus sobrenadantes foram colhidos para medir a carga de RNA por RT-qPCR, usando
conjuntos especificos de iniciador/sonda. Os dados foram obtidos de trés experiéncias e plotados como média * desvio padréo para cada condigdo.

Figura 5 — A progressdo da carga de RNA no sobrenadante de células infectadas por alphavirus



As células LLC-MK2 infectadas com CHIKV (Figura 5C,
barras pretas) mostraram um aumento na carga de RNA
ao longo do tempo: 2,62 x 10? cépias/ul a 6 hpi, 6,45
x 10° cépias/pl a 12 hpi, 4,54 x 10¢ cépias/ul a 24 hpi,
8,89 x 10¢ cépias/uL a 48 hpi, 9,16 x 10° cépias/ul
a 72 hpi e 1,26 x 107 cépias/uL a 96 hpi. As células
LLC-MK2 infectadas com MAYV (Figura 5C, barras cinza)
também mostraram carga viral progressiva, exibindo
2,00 x 10? cépias/pL a 6 hpi, 1,84 x 10° copias/uL a 12
hpi, 5,31 x 10° cépias/uL a 24 hpi, 8,74 x 10° coépias/plL
a 48 hpi, 9,97 x 10° cépias/uL a 72 hpi e 1,97 x 10¢
coépias/pl a 96 hpi.

As células VERO infectadas com CHIKV (Figura 5D,
barras pretas) apresentaram cargas de RNA de 3,98 x 102
cépias/pL, 7,00 x 10° cépias/pL, 1,28 x 10* copias/pl,
3,98 x 10* coépias/pl, 2,48 x 10° cépias/pL e 2,55 x
10° cépias/pL a 6 hpi, 12 hpi, 24 hpi, 48 hpi, 72 hpi
e 96 hpi, respectivamente. As células VERO infectadas
com MAYV (Figura 5D, barras pretas) apresentaram as
seguintes cargas de RNA: 1,82 x 10? cépias/uL a 6 hpi,
9,03 x 102 cépias/ul a 12 hpi, 2,24 x 10* cépias/pl
a 24 hpi, 6,91 x 10* cépias/pL a 48 hpi, 3,48 x 10°
cépias/pL a 72 hpi e 4,88 x 10° cépias/ul a 96 hpi.

DISCUSSAO

Este estudo teve como objetivo comparar o perfil
de duas infeccées por alphavirus de importéncia em
salde publica na regiGo amazénica brasileira: o MAYV,
detectado pela primeira vez no Brasil em 1955%, e
o CHIKV detectado pela primeira vez no Brasil em
2014%. As principais linhagens celulares usadas para
o diagnéstico laboratorial desses arbovirus sao C6/36
e VERO, que certamente representam bons sistemas
de isolamento de virus. No entanto, poucos estudos
tentaram analisar a suscetibilidade de outras linhagens
celulares, como BHK-21 e LLC-MK2, em comparacéo
com os mencionados anteriormente, além de analisar o
inicio da deteccao por meio dos testes IF e gRT-PCR.

Este estudo demonstra que, para ambos os alphavirus,
as células VERO e BHK-21 apresentaram CPE anterior, o
que |4 era observado a 12 hpi em ambas as células,
quando comparado as células C6/36 e LLC-MK2. As
células C6/36 ndo apresentaram CPE, como & era
esperado, j& que a maioria das infecgdes por arbovirus
ndo levou & morte nessa linhagem celular, e as células
LLC-MK2 comecaram a apresentar CPE a partir de
48 hpi. Vale ressaltar que o CPE observado em todas as
culturas que mostraram ser do tipo litico, com destruigéo
completa da monocamada e grande quantidade de
células mortas arredondadas.

Ao comparar as infeccées por MAYV e CHIKY,
observou-se um CPE mais pronunciado em culturas
de células infectadas com MAYV (VERO, BHK-21 e
LLC-MK?2), a partir de 12 hpi. Nas culturas de células
infectadas com CHIKV, o aparecimento de CPE as 24 hpi
foi um pouco mais suave. No entanto, a partir de 48 hpi
em geral, as culturas celulares infectadas por um ou
outro virus apresentaram um padrdo semelhante de
CPE, exceto as células LLC-MK2, que ainda continuavam
apresentando um CPE um pouco mais avancado quando
infectadas com MAYV.

Em relacéo aos resultados da deteccdo de virus por IF
para CHIKV, as células VERO apresentaram a positividade
mais avancada (a 6 hpi), seguida pelas células C6/36,
indicando que para esse virus essas culturas, muito
usadas na rotina laboratorial, sGo melhores para o inicio
deteccéo de virus por il Quando as outras culturas
celulares foram analisadas, observou-se que, para fins
de diagnéstico, para obter positividade em poucos dias,
a cultura das células BHK-21 (2+ positividade a 12 hpi)
era melhor que a das células LLC-MK2 (1 + positividade
a 12 hpi).

Por outro lado, em relacéo ao MAYV, o teste de IF
mostrou uma evolucdo da positividade até atingir 4+ em
todas as linhagens celulares estudadas, mencionando
que a maioria dessas culturas celulares apresentava
padrdo de positividade semelhante, atfingindo a
positividade de 4+ j& a 48 hpi. Assim, pode-se sugerir
que qualquer uma das linhagens celulares estudadas
possa ser utilizada para fins de diagnéstico, visando &
deteccao precoce do MAYV, e que as células LLC-MK2 e
BHK-21 séo boas alternativas & falta de células C6/36
ou VERO em laboratério.

Em relocdo as cargas de RNA nos sobrenadantes
da cultura de células, comparando células BHK-21
infectadas com MAYV ou CHIKV, foram obtidos valores
mais altos para MAYV. Tal resultado corrobora os dados
obtidos pelo IF, nos quais o MAYV mostrou a positividade
de 44+ e o CHIKV, a positividade de 3+ nos Gltimos
momentos estudados. Nas células LLC-MK2, a carga
de RNA foi maior no CHIKV do que no MAYV, essa foi
a linhagem celular que apresentou o maior fitulo entre
todas as culturas celulares analisadas, apontando que as
células que néo sdo frequentemente utilizadas na rotina
laboratorial apresentam bons resultados na detecgéo de
virus. Os resultados de gRT-PCR para células LLC-MK2,
quando comparados com os resultados de IF, podem
parecer inconsistentes, observa-se que o ensaio de
gRT-PCR é mais especifico que o ensaio de ilF, pois o
primeiro é quantitativo e o Ultimo é semiquantitativo e
depende da especificidade dos anticorpos utilizados.

Quanto as cargas de RNA da cultura de células
Cé6/36, o CHIKV atingiu um valor mais alto no ¢ltimo
momento analisado (96 hpi); no entanto, nos demais
momentos estudados, o MAYV apresentou valores mais
altos. Esses resultados corroboram os do teste de IF
em relacdo & maior positividade para o MAYV as 48
e 72 h, quando comparados ao CHIKV nos mesmos
momentos. Por outro lado, as cargas de RNA obtidas
com a cultura de células VERO foram mais altas para
MAYV durante a maior parte do estudo (24 a 96 hpi),
embora os resultados do teste IF indicassem semelhanca
entre MAYV e CHIKV desde o inicio deteccdo de virus
a 6 hpi até o ¢ltimo momento testado. No entanto, o
CHIKV apresentou maiores valores de carga de RNA por
RT-gPCR em relagdo ao MAYV.

Simon et al.®! relataram que o diagndstico de CHIKV
foi realizado por RT-PCR e também destacaram o uso de
células C6/36 e VERO para o isolamento e estudo desse
virus. Dado o uso quase exclusivo dessas duas linhagens
celulares para o diagndstico de arbovirus, nota-se a
relevéincia deste estudo na tentativa de compreender
o comportamento dos alphavirus em outras linhagens



celulares que ndo sGo comumente usadas na rotina
laboratorial, como BHK-21 e principalmente células

LLC-MK2.

No estudo de Way et al.??, 20 arbovirus — incluindo
nove alphavirus — foram testados em ambos os sistemas
de isolamento de virus (camundongos e cultura de
células), e as células VERO e LLC-MK2 apresentaram o
maior grau de infeccdo quando comparadas as células
BHK-21. Isso corrobora o presente estudo, mostrando

que os maiores valores de carga de RNA foram obtidos
em células LLC-MK2.

Segundo Tesh®, a linhagem celular mais utilizada
na rotfina laboratorial para propagacdo de arbovirus é
o C6/36, devido & sua facil manutencéo e crescimento
a 28 °C. Figueiredo® realizou a propagacéo de 23
arbovirus em células C6/36, sendo o MAYV um dos
arbovirus estudados. Néo foi observado CPE nessas
células, e o IF para alphavirus mostrou positividade apds
dois a trés dias de infeccdo. Esses resultados corroboram
o presente estudo, que mostrou que nédo foi observado
CPE para os alphavirus estudados em células C6/36; no
entanto, neste estudo, a deteccdo do antigeno do virus
pelo IF foi possivel a partir de 6 hpi, o que provavelmente
pode ser explicado pelo MOI ser menor nas amostras do
estudo de Figueiredo.

Devido & boa adaptagdo do CHIKV as células
BHK-21, essa linhagem celular estdé sendo usada
atualmente para realizar estudos de pequenas mutacdes
nas glicoproteinas do envelope viral que facilitam a
adaptacéo do virus ao vetor artrépode®®.

Lim e Chu®*¢ realizaram uma cinética de replicagéo
do CHIKV em células VERO infectadas sob o MOI de
10, com pontos de tempo de 0, 12, 24, 36 e 48 hpi,
e observaram CPE de 36 hpi e maior intensificacdo a
48 hpi; no mesmo estudo, também foi realizada a
quantificagdo do RNA viral por meio do gRT-PCR, e
observou-se a maior carga de RNA as 24 hpi, com 5,0 x
108 PFU/mL. No presente estudo, foi realizada a cinética
de replicacdo com 6, 12, 24, 48, 72 e 96 hpi, com
inicio da CPE em células VERO infectadas com CHIKV
i@ a 24 hpi, o que corrobora o estudo citado®, visto
que o CPE comeca a se desenvolver a partir de 24 hpi,
porém a 48 hpi encontra-se avancado. No entanto,
dado o MO inicial dez vezes menor, a carga de RNA,
neste estudo, também foi menor que a do estudo de Lim
e Chu, atfingindo um pico de 96 hpi com 2,55 x 10°
coépias/pl para CHIKV em células VERO.

Lee e Chu® conseguiram replicar o CHIKV em células
C6/36 para estudar vérias proteinas que interferem na
replicacéo do virus em células artrépodes, corroborando
o presente estudo, demonstrando que as células C6/36,

embora nédo apresentem CPE, fornecem bons resultados
em festes de IF e gRT-PCR.

Em conjunto, esses achados sugerem que as células
VERO, BHK-21 e LLC-MK2 sdo as células de escolha
para os ensaios de monitoracdo e fitulacdo de CPE e
formacdo de placas. Embora as células C6/36 néo
demonstrem CPE para os dois virus experimentados
em questdo, elas apresentam excelentes resultados
com deteccéo precoce, justificando seu amplo uso no
diagnéstico laboratorial. No entanto, este trabalho

também mostra que outras linhagens celulares menos
utilizadas na rotina de diagndstico, como BHK-21 e
especialmente LLC-MK2, permitem excelentes cargas
de RNA. Além disso, ao comparar o MAYV com o
CHIKY, foi geralmente observado que o MAYV alcancou
cargas de RNA mais altas, bem como inicio precoce da
deteccdo de CPE e IF — provavelmente porque a amostra
do MAYV foi isolada em 1960, sofrendo um nUmero
maior de passagens do que a cepa CHIKV isolada mais
recentemente.

Além disso, estudos como este sGo importantes para
mostrar o melhor momento para colher células infectadas
que servirdo como fontes de virus para técnicas como o
sequenciamento de nucleotideos, que requer uma grande
quantidade de RNA viral; por exemplo, com a linhagem
celular BHK-21, a maior carga de RNA alcancada para
CHIKV foi de 72 hpi e, para MAYV, de 96 hpi. Isso indica
que existem diferentes perfis de replicagéo entre virus em
diferentes linhagens celulares.

Por fim, é sabido que muitas células utilizadas
na rotina laboratorial |4 s@o padronizadas para o
diagnéstico de arbovirus, porém é necessério que novos
estudos sejom realizados com outras linhagens celulares
para analisar sua suscetibilidade e permissividade ao
crescente nimero de arbovirus medicamente importantes
para a melhoria do diagndstico viroldgico.

CONCLUSAO

Esses dados mostram que outras células da linhagem,
como BHK-21 e LLC-MK2, devem ser utilizadas como
alternativa as células C6/36 e VERO ao diagnéstico
laboratorial e as pesquisas com MAYV e CHIKV, visto que
o MAYV parece ser mais virulento a essas linhagens que
CHIKV.
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