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INTRODUCAO:

A familia Togaviridae é composta por pequenos virus envelopados com tamanhos de genomas
entre 10 kilobases e 12 kilobases, organizados em uma molécula de RNA em com polaridade positiva
(i.e., com orientacdo 5°-3’). Dentro desse grupo, encontra-se um género importante quanto a sua
epidemiologia, com destaque aos paises localizados na América Latina, os Alphavirus, que
compreendem particulas virais com aproximadamente 70 nandmetros de didmetro constituido de
capsideo e envelope, cuja funcdo é proteger o genoma que esta organizado em duas regides abertas
de leitura (do inglés, open reading frame - ORF).

A primeira ORF trata-se de uma poliproteina que sera clivada em proteinas nao estruturais
denominadas nsP1, nsP2, nsP3 e nsP4 com base na sua posicao em relacdo a extremidade 5’
proximal da molécula, em geral a fungdo comumente atribuida a esse conjunto proteico é a formacao
do complexo de replicacdo viral, com destaque para nsP4 que codifica a RNA polimerase RNA
dependente, enzima vital para a replicacdo propriamente dita do RNA viral. A segunda ORF é
responsavel pela traducéo de uma poliproteina posteriormente clivada nas proteinas estruturais C, E3,
E2, 6K, E1 e TF, a primeira delas é a proteina de capsideo C responsavel pela clivagem das outras e
posterior formacgdo do capsideo, jA o complexo E (E1, E2 e E3) se responsabiliza pela formacao do
envelope viral e consequentemente pelos mecanismos de reconhecimento celular entre virus e
hospedeiro, enquanto 6K e TF atuam no brotamento do virion apds a replicacéo viral.

Os Alphavirus possuem uma caracteristica biol6gica peculiar, que € a presenca de um opal
stop codon (UGA) entre nsP3 e nsP4, que por razdes ainda ndo completamente elucidadas, ndo cessa
a producgéo da nsP4 para a poliproteina codificada pela ORF1. Essa caracteristica Unica € responsavel
por erros na anotacdo e depdsito de sequencias disponibilizado em banco de dados publicos, pois ao
realizar o sequenciamento, o opal stop codon pode ser interpretado como um final prematuro para a
traducdo da ORF1, ou entdo, adiciona-se uma terceira ORF entre as duas originais, o que nao
corresponde ao padrdo desse grupo que é sempre composto por duas ORFs.

Neste sentido, a criacdo de uma ferramenta Unica para analise de genomas virais dedicadas
aos Alphavirus pode solucionar problemas de anotacéo e organizagéo da informag¢éo genémica, sendo
possivel manipulé-las para obtencéo de informag6es estatisticas quanto aos padrées genémicos desse
género. Frente aos virus que desempenham um importante papel epidemiolégico entre os Alphavirus,
uma importante informac¢do a ser coletada sdo os padrdes gendmicos relevantes para competéncia
vetorial, pois dessa forma é possivel integrar dados de diferentes espécies virais e predizer a
probabilidade de um arbovirus adaptar-se ou ndo a um determinado vetor e/ou hospedeiro vertebrado.

Atualmente, o principal vetor de relevancia urbana no Brasil € o Aedes aegypti, que domina
guase completamente o nicho. Portanto a adaptabilidade eficiente a esse vetor, somada a seu
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potencial de replicacdo em um hospedeiro urbano competente, resulta em eventos biolégicos, onde um
virus exclusivamente silvestre passa a desenvolver ciclos urbanos, a exemplo do virus Chikungunya
(CHIKV), consolidado globalmente em ciclos urbanos e 0 mais amplamente documentado Alphavirus
nesse ambiente.

METODOLOGIA:

Para o desenvolvimento da ferramenta, foram utilizadas sequéncias depositadas no Centro
Nacional de Informac¢des Biotecnologicas (NCBI)I como arquivos no formato Genbank. Ao todo, foram
recolhidas 1528 sequéncias completas para 14 espécies de Alphavirus, sendo elas: Alphavirus
mayaro, Alphavirus chikungunya, Alphavirus barmah, Alphavirus getah, Alphavirus rossriver,
Alphavirus semliki, Alphavirus middelburg, Alphavirus mucambo, Alphavirus tonate, Alphavirus ndumu,
Alphavirus una, Alphavirus onyong, Alphavirus bebaru e Alphavirus everglades. O processamento das
sequéncias e dos dados associados ao depdsito das sequéncias foi realizado utilizando a linguagem
de programacado Python3, onde as sequéncias foram submetidas a filtros que descartaram genomas
incompletos ou que possuiam nenhuma informacdo sobre as caracteristicas da coleta (como local,
data, cepa viral ou hospedeiro) restando ao final do processamento, 1265 sequéncias. Os dados foram
utilizados para desenvolvimento de uma ferramenta que analisa a funcionalidade do stop codon
indicado pelo arquivo com base em sua posi¢do, caso se trate de uma posicdo incomum essa
indicacéo é descartada e substituida pela ORF1 verdadeira caso essa seja identificada pelo programa,
e no caso de falta de dados no arquivo sobre o real CDS1 o software procura na sequéncia o stop
codon mais préximo baseado no padrdo da espécie e escreve no arquivo o real stop codon referente a
ORF1.

Para testar a funcionalidade da ferramenta, arvores filogenéticas oriundas desses dados foram
reconstruidas utilizando o programa Ig-tree na versdo 3.0.1, e a edi¢do para visualizagdo da arvore foi
realizada utilizando o programa FigTree na versdao 1.4, posteriormente tendo seus resultados
comparados ao de arvores semelhantes produzidas sem o uso do software para averiguacdo do
funcionamento do programa.

Os dados coletados pela ferramenta sdo escritos no formato FASTA contendo a sequéncia
codificante encabegada por suas informacgfes de coleta, e esses datasets passaram pelo calculo dos
valores de uso relativo de cddons sindnimos (RSCU), tendo seus resultados utilizados para
comparacgdo entre os virus com intuito de observar um gradiente de semelhanca genética entre os
Alphavirus em diferentes niveis de urbanizacao, e para tal, foram realizado a analise de componentes
principais (PCA) utilizando Python3, e a reconstrucao de arvores filogenéticas.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

A arvore filogenética reconstruida com auxilio da ferramenta aqui proposta (Figura 1) obteve
resultados semelhantes a referéncia bibliografica reconstruida sem a utilizacdo da ferramenta, mas
com a adicdo de um namero maior de sequéncias, na arvore gerada com a ferramenta, em razao das
datas de obtencdo das sequéncias e do espectro mais amplo abordado em comparacdo ao estudo
original (Forato et al. 2024). Essa comparagdo direta de resultados aponta a eficiéncia na

automatizacdo do processo para obtencdo dos
arquivos, pois os dados extraidos com a
ferramenta formaram resultados semelhantes
guanto & categorizagdo genotipica das
sequéncias de MAYV disponibilizadas sem a
necessidade da correcdo manual dos erros de
sequenciamento.

Figura 1. Arvore filogenética reconstruida com uso da
ferramenta aqui proposta, onde os gendétipos D, N e L
sdo representados pelas cores vermelho amarelo e
azul respectivamente.
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Figura 2. (A) PCA realizado entre MAYV e CHIKV com legenda baseada no local de coleta das
sequéncias. (B) PCA baseada em RSCU realizada entre os 14 espécimes de Alphavirus analisados. Em A,
as cores representam as espécies virais, e em B, as cores representam os locais de isolamento das

sequéncias.

Os dados obtidos na andlise de componentes principais (Figura 2B) indicam uma maior
proximidade das espécies virais de um dos clusters do virus Chikungunya, localizado entre -0.5 e 0.0
em PC1, subgrupo esse que possui ampla disperséo na Africa Ocidental (Figura 2A).

O CHIKV possui trés gendtipos distintos, dos quais dois deles - principalmente ECSA, mas
também em menor escala o genoétipo asiatico - possuem clara adaptagdo ao meio urbano em razéo de
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Figura 3. Arvore filogenética dos 14
espécimes de Alphavirus analisados.

CONCLUSOES:

seu principal vetor, o mosquito Aedes aegypti, porém um
de seus gendtipos contempla até o seguinte momento
somente o ciclo silvestre, sem dados que comprovem
sua adaptacdo ao meio urbano (o gendétipo exclusivo da
Africa Ocidental que esta mais proximo & maioria das
outras espécies de Alphavirus em comparagdo com 0s
outros genadtipos de CHIKV).

Os dados observados no estudo corroboram o
cenario atual, no qual alguns dos genétipos de CHIKV
até o momento foram os Unicos Alphavirus com ciclos
urbanos amplamente documentados, o que néo significa
a estabilidade no panorama geral epidemiologico desse
grupo, pois € possivel observar certa proximidade
preocupante do virus silvestre Onyong-nyong com
genatipos tipicamente urbanos de CHIKV.

Ao reconstruir uma arvore filogenética (Figura 3)
€ possivel constatar novamente a similaridade de ONNV
com CHIKYVY, embora se encontrem relativamente
distantes dos demais grupos.

Os resultados obtidos até o momento apontam que a ferramenta ja se encontra funcional e com
ela é possivel desenvolver estudos com maior facilidade sobre os padrdes genémicos presentes nos
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Alphavirus, dessa forma informacdes relevantes como por exemplo 0 monitoramento da adaptabilidade
vetorial desse grupo podem ser extraidas.

Os padrBes comparados entre os virus foram caracteristicas genémicas gerais como uso
relativo de cédons, o0 que é de extrema importancia para que uma vez dentro do vetor e/ou do
hospedeiro o virus possa se replicar com eficiéncia, mas para o desenvolvimento de um padréo
relacionado a urbanizacao viral caracteristicas genémicas especificas também devem ser estudadas,
como por exemplo a similaridade entre as ORF2s responsaveis pelas proteinas estruturais do virion
gue serédo reconhecidas pela célula hospedeira.

Somado a isso os valores do indice de adaptacdo de cdédons (do inglés, Codon adaptation
index - CAl) devem ser extraidos para mapeamento do uso de codons por parte dos vetores (com foco
em Aedes aegypti) e hospedeiros em relacdo ao uso de cédons dos Alphavirus. Com essas
informacbes construidas espera-se um aprofundamento sobre os padrbes gendmicos associados a
adaptabilidade urbana por meio do vetor Aedes aegypti para Alphavirus, para que dessa forma o
monitoramento de possiveis surtos epidemiologicos possa ser feito para essa categoria.
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