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Resumo

Tunicamicina (TM) é um antibidtico isolado de Streptomyces lysosuperficus, caracterizado inicialmente como uma subs-
tAncia com atividade inibidora da proliferacao de bactérias, fungos e leveduras. Este antibiético possui um efeito bloqueador
da formagao de N-acetilglicosamina, alterando de maneira significativa o processo de glicosilagao das proteinas. Neste
trabalho, verificamos que, em células de Aedes albopictus, a presenca de TM acarreta uma drdstica inibigao da replicagao
do virus Mayaro. Mesmo em baixas concentragdes de TM (0,05pg/ml), o tratamento das células durante 24 horas
produz uma inibi¢ao de 50% na produgao de particulas virais infecciosas. Em concentra¢oes mais elevadas, este anti-
bidtico diminuiu progressivamente a replicagao do virus Mayaro, atingindo valores de 98,5% de inibicao, apés 48h de
tratamento. A andlise por eletroforese em gel de poliacrilamida das protefnas virais previamente marcadas com metionina-
[*°S] revela que a TM nas concentragoes de 0,05 pg/ml, 0,1 pg/mle 0,15 pg/ml nao afeta a sintese dos polipeptideos do
virus Mayaro. Apenas em concentragdes mais elevadas (0,5g/ml) observam-se alterages na sintese e na mobilidade
eletroforética das glicoproteinas virais. Estes dados sugerem que, em baixas concentracdes, a TM pode afetar a replicacao
do virus Mayaro em células de Aedles albopictus através de outros mecanismos.
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INTRODUCAO tebrados. Os invertebrados funcionam como
vetores (particularmente mosquitos e carrapa-

O virus Mayaro ¢ um arbovirus (“arthro- tos), sendo responsdveis pela transmissao de um
pod-borne virus”) pertencente i familia Toga- grande numero de viroses, tais como a Febre
viridae, género Alphavirus, mantido na natureza Amarela, a Febre Dengue e encefalites. Os re-
através de um ciclo replicativo que envolve a servatérios naturais do virus Mayaro sio prova-
presen¢a de hospedeiros vertebrados e inver- velmente algumas espécies de micos e macacos,
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visto que estas apresentam uma alta prevaléncia
de anticorpos contra este virus (ANDERSON
et al., 1957; PINHEIRO et al., 1986). Os prin-
cipais vetores do virus Mayaro sio os mosquitos
do género Haemagogus, embora vetores alterna-
tivos, como Culex e Aedes, jd tenham sido apon-

tados (PINHEIRO, 1981).

No Brasil, o virus Mayaro foi primeiramen-
te detectado durante uma epidemia perto da
cidade de Belém, em 1955, e, desde entio, tem
sido isolado de humanos e animais silvestres,
principalmente nas fronteiras da regido amaz6-
nica. Os sintomas clinicos sio bastante simila-
res aos da Febre Dengue e incluem febre alta,
artralgias, que pode se transformar em artrite
dos pulsos, tornozelos, dedos dos pés e de ou-
tras articulagoes, exantema, cefaléia, mialgia, dor
ocular, fotofobia, conjuntivite, diarréia e vomi-

tos (CAUSEY; MAROJA, 1957).

O virus Mayaro apresenta a propriedade
de multiplicar-se em células de vertebrados, in-
duzindo modificagbes na sintese de macromo-
léculas da célula hospedeira, acompanhadas de
alteragoes morfoldgicas da membrana celular que
culminam em lise celular. Em células de mos-
quito (Aedes albopictus), a infecgao ocorre de ma-
neira persistente, nao sendo, portanto, obser-
vadas modificacoes na sintese de DNA, RNA e
protefnas das células hospedeiras (DE MENE-
SES; REBELLO, 2001).

Os mosquitos do género Aedes sao impor-
tantes vetores na transmissio de diversos virus
causadores de doengas que concentram atual-
mente grande aten¢ao da opinido publica, tais
como o virus Dengue e o virus da Febre Amare-
la. Os mosquitos da espécie A. albopictus foram
detectados na América do Norte em 1972, pro-
venientes da Asia, regiao em que a espécie ¢ am-
plamente distribuida (HAWLEY et al., 1987).
No Brasil, o primeiro relato da sua presenca foi
feito em 1986 (FONTENILLE; TOTO, 2001).
Experimentalmente, esta espécie ¢ considerada
como vetor dos Flavivirus (virus Dengue soro-
tipos 1, 2, 3 e 4, virus da Encefalite Japonesa,
virus do Oeste do Nilo e virus da Febre Amare-
la), dos Alfavirus (virus Chikungunya, virus da
Encefalite Equina do Leste, virus Mayaro, virus
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da Encefalite Equina do Oeste, virus da
Encefalite Equina Venezuelana e virus Sindbis)
e dos Bunyavirus (virus Jamestown Canyon, vi-
rus Keystone, virus Oropouche e virus LaCrosse)

(MOORE; MITCHEL, 1997).

O genoma dos Alfavirus ¢ formado por
RNA fita simples, polaridade positiva, nao-seg-
mentado, de aproximadamente 12 Kb, associa-
do a 240 cépias de uma proteina denominada
C (30kDa), formando um capsideo de simetria
icosaédrica. Este nucleocapsideo ¢ recoberto por
um envelope lipoprotéico, oriundo da membra-
na plasmdtica da célula hospedeira, onde estao
inseridas as glicoproteinas E1 (54 kDa) e E2
(52 kDa), sob a forma de heterodimeros, cons-
tituindo as espiculas virais (MEZENCIO et al.,
1990; MEZENCIO; REBELLO, 1993). O
RNA genémico (42S) funciona como RNA
mensageiro (RNAm) para as protefnas nao-es-
truturais, sendo traduzido nas poliproteinas
p123 e p1234 que sio clivadas, dando origem
a quatro protefnas nao-estruturais (nspl, nsp2,
nsp3 e nsp4), necessdrias a replicagio do RNA
viral. As protefnas nio-estruturais formam o
complexo de replicagao responsével pela forma-
¢ao inicial de vérias fitas de RNA gendmico de
polaridade negativa (42S) que, por sua vez, ser-
vem como molde para a sintese de novas fitas
de RNA gen6mico de polaridade positiva (RNA
428+) e de RNA subgen6émico 268, também
de polaridade positiva. O RNA subgenémico
(26S) serve como RNAm para a tradugio das
proteinas estruturais do virus, as quais s3o sin-
tetizadas sob a forma de uma poliproteina, dan-
do origem a proteina do capsideo (proteina C)
e as protefnas p62, 6K e E1. A proteina C pos-
sui atividade autoproteolitica, realizando sua
prépria clivagem durante a tradugdo, a partir
do polipeptideo nascente (STRAUSS, J. H,;
STRAUSS, E. G., 1994).

A tunicamicina é um antibiético isolado
inicialmente de Streptomyces lysosuperificus
(TAKATSUKI; ARIMA; TAMURA, 1971), cuja
estrutura quimica ¢ formada por uracil, uma
cadeia de dcido graxo varidvel nos diferentes com-
postos da famflia, N-acetilglicosamina e amino-
dialdose. Seu mecanismo de agio estd relacio-



nado com a interrupgao da sintese do oligossa-
carfdeo durante as primeiras etapas do processo
de glicosilagao de protefnas. Isto ocorre devido
a competi¢ao da TM e da N-acetilglicosamina
pelo grupo fosfato do carreador dolicol fosfato
(FIGURA 1) (HEIFETZ; KEENAN; ELBEIN,
1979; LEHNINGER; NELSON; COX, 1995).

Devido a estas propriedades, a TM tem
sido utilizada em diversos estudos sobre a fun-
¢ao das glicoproteinas. Os virus envelopados

@ N-acetilglicosamina (GlcNAc)
@ Manose (Man)
@ Glicose (Glo)

° 5GDP 5 GDP-Man

UMP+UDP 4

apresentam glicoprotefnas em sua composigao
e alteragbes na sintese ou processamento das
mesmas interferem na infecciosidade dos virus
(LEAVITT; SCHLESINGER; KORNFELD,
1977). Nosso laboratério estd desenvolvendo
um trabalho que procura correlacionar os as-
pectos da replicacao viral em dois tipos de cé-
lulas, de vertebrados e invertebrados. Neste tra-
balho, nosso objetivo foi verificar o efeito
antiviral da TM em células de Aedes albopictus.

tunicamicina

2 UDP-GlcNAc

mRNA

FIGURA 1 — Esquema de sintese do nucleo oligossacarfdico das glicoprotefnas

Fonte: LEHNINGER; NELSON; COX, 1995, p.701.

MATERIAIS E METODOS
Cultivo celular e propagacao viral

Células de Aedes albopictus, clone C6/36,
foram usadas neste estudo. Esta linhagem celu-
lar foi obtida do Arbovirus Research Unit, Yale
University, USA. As células sao mantidas a 28°C
em meio Leibovitzs (L-15), suplementado com
0,2 mM de aminodcidos nao-essenciais, 0,3%
de triptose fosfato, 0,02% de L-glutamina, 10%
de soro fetal bovino, penicilina (500U/ml),
estreptomicina (100pg/ml) e anfotericina B
(Fungizona, 2,5ug/ml). A amostra do virus
Mayaro foi obtida inicialmente através da Amer-

ican Type Culture Collection, Rockvile, MD,
USA e propagada em células BHK-21. Apés a
lise celular (cerca de 72 h), o meio de cultura ¢
recolhido e submetido a uma centrifugagao de
3.000 xg, durante 10 min, para remogio de res-
tos celulares. Em seguida, a suspensao ¢ dividida
em aliquotas e guardada a -70°C.

Tratamento das células com TM

A TM, obtida da Sigma Chemical Co.,
USA, ¢ dissolvida em meio de cultura (DMEM,
Meio de Eagle modificado por Dulbecco). As
células de Aedes albopictus sao infectadas com
10 unidades formadoras de placas (PFU) por
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célula, em meio sem soro. Apés 60 min a 28°C,
os virus nao adsorvidos sao removidos por aspi-
ragio, é adicionado meio de cultura fresco, e as
células sio incubadas a 28°C. Para determinar a
atividade antiviral, meio de cultura contendo
vérias concentragoes de TM ¢ adicionado & mo-
nocamada de células apds o perfodo de adsor¢ao
viral. Posteriormente, as células sao incubadas a
28°C ¢, ap6s 24 h e 48 h, o sobrenadante ¢
recolhido para determinagio do titulo viral.

Titulagao viral

A produgio de particulas virais infecciosas
em células tratadas e nao-tratadas ¢ determina-
da por ensaio de placa. Resumidamente, dilui-
¢oes virais (0,3 ml) sao adicionadas 3 mono-
camada de células Vero confluentes. Apds 60
min, a 37°C, os virus que nio adsorveram sio
removidos por aspiragdo, e as monocamadas co-
bertas com meio de cultura, suplementado com
10% de soro fetal bovino e 50% de goma karaya
(Sigma Chemical Co.). Em seguida, as células
sdo incubadas em atmosfera de 5% de CO,, a
37°C, por trés dias. Decorrido este tempo, as
monocamadas sio coradas com cristal violeta
(1%) e as placas virais contadas (BURLANDY;
REBELLO, 2001).

Andlise das proteinas marcadas com
metionina-[*S] por eletroforese
em gel de poliacrilamida

Monocamadas de células confluentes sio
marcadas com metionina-[*S] (20uCi/ml) em
meio isento de metionina. Apds a marcagao, as
células sio lavadas com PBS e lisadas em tam-
pao de lise (62,5 mM Tris-HCI, pH 6,8; 2%
SDS; 10% glicerol; 5% 2-mercaptoetanol e
0,001% de azul de bromofenol). As amostras
sdo aquecidas por 5 min, a 100°C, e submeti-
das a eletroforese em gel de poliacrilamida a
12,5%, segundo técnica descrita por Laemmli
(1970). Os géis secos sao expostos a filme Kodak
X-Omat e analisados com o sistema de intensi-
ficagio Kodak BIOMAX Transcreen (LE). As
protefnas virais sio quantificadas por andlise
densitométrica do perfil da auto-radiografia com
um densitdmetro a laser (Ultroscan 2202, LKB
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Instruments, Bromma, Suécia). As protefnas do
virus Mayaro so designadas pelo seu peso mole-
cular relativo, estimado por compara¢ao com um

padrio de protefnas (Life Technologies).
RESULTADOS

Com o objetivo de verificar o efeito de di-
ferentes concentragoes de TM na replicagiao do
virus Mayaro, células confluentes de A. albopictus
foram infectadas com uma multiplicidade de
infecgao igual a 1 (moi = 1) e, apds o perfodo de
adsorgao (1h, 28°C), o inéculo foi retirado por
aspiragao e as células lavadas com meio de cul-
tura. A seguir, adicionou-se TM em diferentes
concentragdes e as culturas foram incubadas a
28°C, durante 24h e 48h. Apds o tempo espe-
cificado, o sobrenadante foi recolhido para de-
terminagio do titulo viral.

Dentro das condigdes experimentais des-
critas neste trabalho, o tratamento das células
com TM nio induziu efeito téxico, como deter-
minado pela andlise microscdpica e pela técnica
de coloragdo viral com Azul de Tripan (dados
nio mostrados).

Como podemos observar na Tabela 1, o
tratamento das células com 0,05ug/ml de TM

TABELA 1
Inibicao da replicagio viral em células tratadas com
TM em diferentes concentrages

24hpi 48 h.pi

™ % de PFU/ml % de PFU/ml
(Ug/ml) | inibigdo inibicao

0 0 108 0 1,1x10?
0,05 48 5,2x107 52 5,3x108
0,1 48 5,2x107 76 2,7x10%
0,15 74 2,6x107 89 1,3x10®
0,2 87 1,3x107 94 6,7x107
0,5 96,7 3,3x10° 98,5 1,7x107

Notas: O sobrenadante das células infectadas e tratadas com
TM em diferentes concentragoes foi recolhido e
dosado pelo método de placas (ver Materiais e
Métodos). O resultado estd expresso na Tabela na
forma de PFU/ml e a porcentagem de inibigdo em
relagdo ao controle infectado.
h.p.i.-horas apés infeccao.

PFU-unidades formadoras de placas.



durante 24h e 48h de infecgao inibiu em 50%
a produgio viral. Em concentra¢bes mais eleva-
das de TM, o titulo viral foi sendo gradativa-
mente reduzido, de forma mais acentuada nas
culturas infectadas apés 48h. O aspecto das cé-
lulas a0 microscpio dptico nao apresentava al-
teragdes em sua morfologia.

A seguir, investigou-se se o efeito antiviral
observado apds o tratamento das células com
TM poderia ser resultante da inibi¢ao da sinte-
se de protefnas virais. Células confluentes fo-
ram infectadas (moi = 10) e tratadas com dife-
rentes concentragbes de TM. Apés o perfodo de
24h, as células foram lavadas com meio de cul-
tura e tratadas com metionina-[*S] (20uCi/ml)
durante 1h. As protefnas foram analisadas por
eletroforese em gel de poliacrilamida, conforme

descrito em Materiais e Métodos.
ug/mi
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FIGURA 2 — Andlise da sintese de proteinas do virus
Mayaro através de eletroforese em gel de
pliacrilamida

A preparagio das amostras e a andlise das proteinas foram

feitas segundo mencionado em Materiais e Métodos. C-célula

nio infectada e nio tratada, V-célula infectada, 0,05, 0,1,

0,15, 0,2, 0,5-Concentra¢des de TM em células infectadas,

p110-precursor 110 kDa, p62-precursora p62, E1/E2-

glicoproteinas E1 e E2, C-proteina do capsideo.

Na Figura 2, podemos observar inicial-
mente o perfil das células controle infectadas
(coluna V), nas quais as protefnas virais estao
bem evidenciadas, a saber: as precursoras p110
e p62, as protefnas estruturais E1 e E2 (glico-
proteinas) e a proteina C do nucleocapsideo.
Curiosamente, o tratamento com |'M nio re-

duziu, de maneira significativa, a sintese de
proteinas virais. Apenas em concentragdes mais
elevadas (0,2 e 0,5pg/ml) foi observada uma
redugio neste processo. O resultado destas expe-
riéncias pode ser melhor apreciado pela andlise

densitométrica da auto-radiografia (FIGURA 3).
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FIGURA 3 — Andlise densitométrica das proteinas do
virus Mayaro em células de Aedes albopictus
tratadascom TM

A auto-radiografia foi analisada por densitometria e os perfis

obtidos sao: A-célula nio infectada e nao tratada, B-célula

infectada, C-célula infectada e tratada com TM (0,5mg/ml).

A tabela mostra a porcentagem de inibi¢do da sintese das

protefnas virais a partir da pesagem dos picos das mesmas em

balanca analitica e a mobilidade eletroforética relativa das

proteinas (M. E. R).

Pode-se observar que, na dose de 0,5pg/
ml, encontra-se uma discreta redugao da proteina
do capsideo; as glicoproteinas, por outro lado,
apresentam uma redugdo significativa na faixa
de 30%, indicando que a sintese das mesmas
estd afetada. A inibigdo, entretanto, nio ¢ pro-
porcional a dréstica redugio do titulo viral mos-
trado na Tabela 1. Observa-se também que, em
células tratadas com 0,5ug/ml de TM, as glico-
protefnas virais apresentam uma maior migra-
cao eletroforética. Este resultado ¢ compativel
com a interpretagao de que o tratamento com
TM resulta na sintese de protefnas virais nao
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glicosiladas e, conseqiientemente, com peso
molecular reduzido.

DISCUSSAO E CONCLUSOES

As glicoproteinas sio componentes majo-
ritdrios do envelope viral, apresentando fungoes
importantes, tais como na etapa de adsor¢io e
interagao com os receptores celulares ¢ no pro-
cesso de liberagdo das particulas virais através
da superficie celular. Diversos autores tém mos-
trado que o bloqueio da seqiiéncia das reagoes
de glicosilagao interfere, de modo acentuado,
com a propagacio de diversos virus animais

(CASH; HENDERSHOT; BISHOP, 1980).

Nas experiéncias realizadas neste trabalho,
demonstramos que TM possui uma potente ati-
vidade antiviral em células de mosquito (Aedes
albopictus) infectadas pelo virus Mayaro. Dois
aspectos foram estudados: o efeito da TM na
propagacao viral e na sintese de proteinas virais
especificas.

A anidlise das protefnas por gel de polia-
crilamida e auto-radiografia revelou que, em
baixas concentragoes de TM (0,05pg/ml, 0,1
pg/ml e 0,15pug/ml), a sintese das protefnas virais
estd inalterada. Somente em concentragbes mais
elevadas (0,2pg/ml e 0,5pg/ml), a sintese das
protefnas virais, particularmente as glicopro-
tefnas, foi reduzida. Estes dados indicam que a

tradugio e a sintese de RNAm viral nio € o alvo
principal da agio da TM.

O tratamento das células com TM na con-
centragao de 0,5mg/ml acarretou, como mos-
trado na Figura 3, uma inibigao da sintese das
proteinas E1 e E2. A alteragao da mobilidade
eletroforética, entretanto, indica que estas pro-
tefnas nio estio sendo corretamente processa-
das. Esta alteragio deve estar ocorrendo em ni-
vel de glicosilagao, desde que este ¢ o efeito es-
perado da TM. Em nosso laboratério, demons-
tramos que alteragdes no processamento das
glicoproteinas levam a um bloqueio da auto-
montagem do virus (FERREIRA et al., 2000).
Por outro lado, como em doses menores nao
observamos qualquer inibi¢ao da sintese de pro-
tefnas virais, embora a producao de particulas
virais infecciosas decres¢a em 50%, sugerimos
que, talvez, outros mecanismos estejam envol-
vidos.

Os resultados apresentados neste trabalho
mostram que a atividade antiviral da TM nao
pode ser explicada somente por alteragbes nas
protefnas virais; apenas nas concentragdes de
TM mais elevadas esta correlagio pode ser fei-
ta. Estes dados levam a concluir que outros me-
canismos possam estar operando, tais como, al-
teragdo no transporte das glicoprotefnas virais
para a membrana celular e na liberagao das par-
ticulas virais infecciosas.

Effect of tunicamycin on the replication of Mayaro virus

in Aedes albopictus cells

Abstract

Tunicamycin (TM), an inhibiting substance of bacteria, fungi and yeast proliferation, is an antibiotic isolated from
Streptomyces lysosuperficus. This antibiotic inhibits the formation of N-acetylglucosamine, thereby it greatly alters the
glycosilation of proteins. In this study, we found that the presence of TM causes a drastic inhibition of Mayaro virus replication
in Aedes albopictus cells. Even at low concentration (0,05Ug/ml), the treatment of the cells for 24 hours reduced in 50% the
production of the viral infectious particles. At higher concentrations, the antibiotic reduced progressively the virus replication,
resulting in 98,5% inhibition after a 48 hour treatment. The polyacrylamide gel clectrophoresis analysis of [P°S]-methionine-
labelled proteins showed that TM at 0,05Ug/ml, 0, 1\ug/ml ¢ 0,15Ug/ml concentration does not affect the synthesis of Mayaro
virus polypeptides. Only at higher concentration (0,5Ug/ml), the modification of the synthesis and of the electrophoretic
mobility of viral proteins were noticed. These results suggest that, at low concentration, TM may affect Mayaro virus
replication in Aedes albopictus cells through other mechanisms.

Keywords: Tunicamycin. Mayaro virus. Aedes albopictus cells.
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