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RESUMO

O virus Oropouche (OROV) pertence a familia Bunyaviridae, género Orthobunyavirus, e é
considerado o causador de uma das arboviroses com maior importancia em saude publica no
Brasil. Responsavel por grandes surtos em diferentes paises da regido equatorial da Ameérica,
demonstra um elevado potencial emergente. Apesar de sua relevancia, pouco se conhece quanto
aspectos especificos do ciclo replicativo do OROV, pois a maior parte do conhecimento gerado
sobre 0 género Orthobunyavirus provém de estudos do virus Bunyamwera, prototipo do género.
O presente estudo tem por objetivo elucidar mecanismos utilizados pelo OROV para a liberagao
de sua progénie viral, hipotetizando-se que o virus seja capaz de manipular o sistema de
secrecdo celular, e utilizar proteinas como Rab27a para externalizar novas particulas virais.
Para testar tal hipotese, a expressdo de Rab27a foi suprimida por siRNA em células HelLa
anteriormente a infeccdo. Analises do sobrenadante dessas células 18h pos-infeccdo
demonstraram uma diminuicdo do percentual de virus liberado em relacdo as células nédo
silenciadas, sugerindo que a presenca de Rab27a deve ser importante para a liberacdo da
progénie viral. Além disso, analises por imunofluorescéncia confocal apresentaram a proteina
Rab27a em regides adjacentes a proteinas virais na periferia das células, o que pode ser um
indicio de uma possivel interacdo direta ou indireta entre tais proteinas. Para confirmar essa
hipGtese e compreender como ocorre essa possivel relacdo, mais testes serdo realizados.

Palavras-chave: OROV. Arbovirose. Rab27a. siRNA.



ABSTRACT

The Oropouche virus (OROV) belongs to the Bunyaviridae family, gender Orthobunyavirus,
and it causes an arboviral illness with great public health relevance in Brazil. OROV is
responsible for large disease outbreaks in several countries within equatorial America and has
high emerging potential. Despite its relevance, there is little knowledge concerning specific
aspects of OROV replication cycle, as most of what is known about the Orthobunyavirus gender
is related to Bunyamwera virus, the gender prototype. The present study aims at elucidating the
mechanisms used by OROV for the release of its viral progeny, assuming that this virus is able
to manipulate the cellular secretion system and use proteins such as Rab27a to externalize new
viral particles. To test this hypothesis, Rab27a expression was inhibited by siRNA in HeLa cells
before infection. Cell supernatant analysis 18h following infection revealed a reduction in the
percentage of released virus as compared to non-silenced cells, suggesting that Rab27a might
be important for viral progeny release. Furthermore, confocal immunofluorescence analyses
showed that Rab27a was located in adjacent regions to viral proteins in the cell peryphery,
which could indicate a possible direct or indirect interaction between such proteins. Further
experiments should be done in order to confirm this hypothesis and understand the relation
between those proteins.

Keywords: OROV. Arboviral. Rab27a. siRNA.
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1. INTRODUCAO

Familia Bunyaviridae

A familia Bunyaviridae foi determinada em 1975, com o intuito de agrupar virus com
similaridades estruturais e morfoldgicas, inicialmente contendo apenas o0 género Bunyavirus
(Fenner, 1976). Considerada a maior e mais diversificada familia viral, atualmente é composta
por mais de 300 virus sorologicamente distintos e com distribuicdo mundial, divididos em cinco
géneros: Orthobunyavirus, Hantavirus, Nairovirus, Phlebovirus e Tospovirus. Os Tospovirus
sdo capazes de infectar plantas, enquanto que os demais infectam animais, com ciclos de
transmissdo — a excecdo dos Hantavirus — entre artropodes hematéfogos e hospedeiros
vertebrados suscetiveis (Calisher, 1996). Além de causar doencas em animas durante seu ciclo
selvagem, alguns destes virus podem causar doencas graves, e até fatais, em seres humanos,
possuindo grande importancia em saude publica. Dentre 0s seus representantes mais conhecidos
estdo o virus da febre do Vale Rift (Phlebovirus), o virus da encefalite de La Crosse (LACV),
0 virus Bunyamwera (BUNV), o virus Oropouche (OROV) (Orthobunyavirus), e o virus
Hantaan (Hantavirus) (Revisado por Gonzalez-Scarano e Soldan, 2005).

Orthobunyavirus é o maior género de virus de RNA, constituido por mais de 170
espécies virais (Elliott et al., 2011). Muitos desses virus sdo responsaveis por diversas
patogenias em seres humanos, destacando-se encefalite (LACV), febre hemorragica (virus
Ngari) e febre aguda (OROV). A maioria dos estudos moleculares desse género sdo conduzidos
utilizando como modelo 0 BUNV (modelo de estudo também para a familia Bunyaviridae) e
LACV (revisado por Elliott, 2014). Devido ao seu elevado numero de representantes, e aos
sintomas que muitas vezes se confundem ou passam despercebidos, pouco se sabe ainda sobre
aspectos especificos de seus integrantes, o que dificulta o planejamento de a¢des eficazes contra

esses causadores de sindromes e doencas emergentes em humanos e animais.

Epidemiologia e importancia clinica do virus Oropouche

O virus Oropouche, OROV, é um arbovirus emergente com grande importancia
epidemioldgica no Brasil e em paises tropicais da America Central e do Sul, como Peru,
Venezuela e Panama. Desde seu primeiro isolameto em 1955 no vilarejo Vega de Oropouche
em Trinidad e Tobago (Anderson et al., 1961), o virus, com quatro geno6tipos ja identificados

(Figura 1), foi responsavel por grandes surtos epidémicos na regido Amazonica, infectando
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mais de 500 mil pessoas (Travassos et. al., 2017). Tendo em vista a sintomatologia semelhante
a outras infecgdes virais, como febre alta com inicio abrupto, cefaléia, artralgias, fotofobia, e,
eventualmente, meningite, torna-se dificil seu diagnostico preciso e, consequentemente, estima-

se que 0 numero de casos deva ser ainda maior.

Figura 1: Distribuicdo geografica do virus OROV (retirado de Travassos et. al., 2017). Quatro
genotipos do virus Oropouche foram descritos a partir de 114 sequéncias do gene N, distribuidos entre os paises

equatoriais do continente americano. Atencéo especial ao Brasil, pais com a presenca dos quatro genotipos.

No Brasil, a primeira epidemia de Febre do Oropouche ocorreu no ano de 1961, na
cidade de Belém do Pard, com estimativa de 11 mil casos (Pinheiro et al., 1962). No ano
anterior, o virus havia sido encontrado pela primeira vez no pais, isolado do sangue de uma
preguica (Bradypus trydactilus) e em um pool de mosquitos (Ochlerotatus serratus) em uma
mesma regido florestal no estado do Para (Pinheiro et al., 2004), caracterizando sua provavel
entrada no pais através do ciclo silvestre. A partir de entdo, diversas epidemias desse arbovirus
ja foram notificadas em estados como Acre, Amapa, Amazonas, Maranhdo, Para, Rondénia, e
Tocantins (Pinheiro et. al., 1994, Azevedo et. al., 2007, Vasconcelos et. al., 2009).

A alternancia entre os ciclos silvestres e urbanos ¢ um fator determinante para a
manutencdo dos arbovirus na natureza, e no caso do OROV, acredita-se que o ciclo silvestre
ocorra atraves do mosquito Aedes (Ochlerotatus) serratus (possivel vetor de transmissao) e



11

animais como macacos, preguicas e aves silvestres. Ja no ciclo urbano, em que ocorrem as
extensas epidemias, 0 homem é infectado através da picada do mosquito Culicoides paraensis,
popularmente conhecido por maruim ou borrachudo (Figueiredo, 1999). Nos ultimos anos,
devido as mudancas climaticas e acdes antropoldgicas, tais como o desmatamento da floresta
Amazonica, 0 mosquito Culicoides paraensis tem se disseminado para todo o continente
americano, acarretando em risco eminente para o surgimento de novas epidemias do virus

Oropouche em grandes centros urbanos.

Estrutura viral

Embora a ultra-estrutura das particulas de OROV ainda nédo tenha sido caracterizada,
acredita-se que seja muito semelhante a outros virus do género Orthobunyavirus. As particulas
virais desse género sdo esféricas e pleomorficas, medindo, em média, 90 nm de didmetro.
Espiculas projetadas a partir de uma membrana dupla, o envelope viral, sdo formadas por
trimeros de heterodimeros das glicoproteinas Gc e Gn, em um arranjo tripodal (revisado por
Elliott, 2014).

Envolto pelo envelope lipidico, 0 genoma viral é composto de trés segmentos de RNA
fita-simples e polaridade negativa. Recentemente, foram descritos por meio de sequenciamento
os trés segmentos do prot6tipo de OROV brasileiro (linhagem BeAN 19991), apresentando 958
nucleotideos para o segmento menor (S), 4.385 nucleotideos para o segmento médio (M), e
6.852 nucleotideos para o0 segmento maior (L) (Acrani et al., 2015). Cada segmento de RNA é
flanqueado por 3’ ¢ 5 UTRs (do inglés: “untranslated region”, regido ndo transcrita) , que
possuem complementariedade de bases, fazendo com que o RNA se arranje em uma forma
circular. Além de servir como promotor da transcrigdo e replicacdo do genoma viral, a regido
UTR é importante para a encapsidacdo do RNA viral em complexos de ribonucleocapsideo
(RNP). Muitos mondmeros da proteina do nucleocapsideo (proteina N) envolvem o genoma do
virus atraves de reconhecimento dessa regido (revisado por Elliott, 2014). O genoma dos
Bunyavirus codifica quatro proteinas estruturais e duas nao-estruturais. Além da proteina N (25-
30 KDa), o segmento S codifica a proteina ndo estrutural NSs, que pode estar envolvida na
montagem e brotamento do virus (Lappin, 1994). O segmento M codifica as glicoproteinas de
superficie Gc (110-120 KDa) e Gn ( 32-35 KDa), e a proteina ndo estrutural NSm; por fim, o
segmento L codifica a RNA-polimerase RNA-dependente (RARp), que, associada a cada RNP,
é responsavel pela transcricdo e replicacdo do genoma viral (revisado por Elliott, 2014) (Figura
2).
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Figura 2: Estrutura viral dos Bunyavirus (retirado de Elliott, 2014). Desenho esquematico
apresentando a estrutura de uma particula de Bunyavirus, na qual os ribonucleocomplexos sdo formados pelos
segmentos de RNA gendmico recobertos por proteinas N e a associacdo de uma proteina L em cada. Os trés
complexos (S, M e L) sdo envoltos pelo envelope lipidico com heterodimetros das glicoproteitas Gc e Gn,

formando as espiculas, por meio das quais os virion interagem com a célula alvo.

O ciclo replicativo dos Orthobunyavirus

Assim como outros virus do género Orthobunyavirus, o virus Oropouche entra nas
células hospedeiras por meio de interacdo entre suas glicoproteinas , Gc e Gn, com receptores
de superficie da célula alvo. Apesar de haver algumas proteinas candidatas para outros
Bunyavirus (Lozach et. al., 2011), ainda ndo foi esclarecido qual é o receptor (ou receptores)
envolvido no processo de adsorcao desses virus, mas sabe-se que uma grande variedade de tipos
celulares pode ser infectada por OROV (Travassos et. al., 2017). Apds a interagdo com o
receptor celular, o virus entra na célula por endocitose mediada por vesiculas de clatrina, e, em
menos de 1h, é direcionado a endossomos tardios (Santos et. al., 2008). A acidificacdo
intraluminal decorrente da maturacdo dos endossomos iniciais a endossomos tardios, modifica
a conformacéo estrutural da glicoproteina Gc, expondo um peptideo de fuséo hidrofébico que
leva a fusdo do envelope viral com a membrana endossomal, liberando as ribonucleoproteinas

virais no citosol (Bowden et. al., 2013; Schmaljohn et. al., 2007).
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Ap0s o desnudamento do genoma viral, este RNA de polaridade negativa € utilizado
como molde pela enzima viral RdRp para a sintese de RNA de polaridade positiva. A
transcricdo do mRNA de cada segmento s ocorre apos a inser¢do de sequéncias ligadas ao
quepe (advindas de mRNAs da célula hospedeira) na extremidade 5° do RNA viral, processo
catalisado pelo dominio de endonuclease da enzima RdRp (Patterson et. al.,1984). Os mMRNAs
dos segmentos S e L sdo traduzidos em ribossomos citosolicos, enquanto que 0 mRNA do
segmento M ¢é traduzido em ribossomos associados ao reticulo endoplasmatico rugoso (RER),
em que a proteina percursora M nascente € translocada para o limem do RER, e posteriormente
clivada em Gc, Gn e NSm por proteases celulares. As proteinas Gc e Gn formam heterodimetros
ja no RER, processo essencial para que as glicoproteinas virais sejam transportadas para o
complexo de golgi (CG), no qual serdo glicosiladas (Shi et. al., 2004).

A replicacdo do genoma viral ocorre nas fabricas virais, regides modificadas pelo virus,
nas quais organelas e outros componentes celulares sao recrutados para centralizar e otimizar a
producdo de particulas virais. A proteina N, ap0s ser sintetizada no citosol, interage com 0 RNA
viral de polaridade positiva, também chamado de antigenoma. Tal passo é importante para
evitar que o RNA seja usado como molde na transcricdo, bem como impede a formacdo de
RNA dupla-fita (molécula capaz de sinalizar para uma resposta imunoldgica) (revisado por
Elliott, 2014). A presenga de uma quantidade significativa de proteinas N associadas ao
antigenoma sinaliza para a replicagcdo do mesmo, reacéo catalizada pela polimerase viral RdRp.
Os segmentos gendmicos associados as proteinas N e L (ribonucleoproteinas) sao
imediatamente transportados para a membrana modificada do CG, onde estdo inseridas as
glicoproteinas transmembranas Gc e Gn. Os complexos de ribonucleoproteinas interagem com
as caudas citoplasmaticas das glicoproteinas através da proteina N (Shi et. al., 2007) e, entdo, a
particula viral montada brota em vesiculas com membrana derivada do CG. Acredita-se que
essas vesiculas sejam direcionadas a superficie pela via de exocitose celular (Shi et. al., 2010),
por meio da qual estruturas membranosas contendo as particulas virais fusionam-se com a
membrana plasmatica, liberando os virions no meio extracelular. Os detalhes do trafego da

progénie viral até sua liberacdo da célula hospedeira ainda ndo foram elucidados (Figura 3).
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Figura 3: Modelo do cliclo replicativo dos Orthobunyavirus (retirado de Elliott, 2014). A interacéo
entre as glicoproteinas do envelope viral com receptores celulares inicia o ciclo replicativo do virus (1). Os virions
entram na célula hospedeira através de endocitose mediada por clatrina (2), e seguem pela via de amadurecimento
desses endossomos, com progressiva acidificagdo de seu limen, processo que resulta na fusdo das membranas do
envelope viral e do endossomo, liberando as ribonucleoproteinas no citosol (3), onde 0 genoma segmentado seré
transcrito pela polimerase viral (4). Os mRNAs S e L so traduzidos em ribossomos citosolicos, enquanto que M
é traduzido em ribossomos associados ao Reticulo Endoplasmético Rugoso (5). O genoma viral é replicado a partir
de uma fita positiva intermediaria de cada segmento, denominada antigenoma (6), e entdo transportado, associado
as proteinas N e L, para regifes do Complexo de Golgi modificadas pela insercdo das proteinas Gn e Gc (7). As
particulas virais sdo montadas nessa regido, e, apds brotamento para dentro de grandes vesiculas (MVE),

direcionadas a membrana plasmatica (8). A fusdo da membrana dos MVE com a membrana plasmatica resulta na

liberacdo da progénie viral (9).

Apesar do uso do BUNV como modelo de estudo para o género Orthobunyavirus, alguns
aspectos do seu ciclo podem divergir em relacdo ao ciclo do OROV, o que torna importante

estudos especificos da biogénese do OROV para melhor entendé-lo.
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Manipulacéo da via tardia de secregdo por Bunyavirus

Os virus envelopados trafegam na célula infectada através do sistema de
endomembranas. Manipulando a seu favor a organizacdo de organelas e proteinas
intracelulares, o virus estabelece as chamadas fabricas virais, onde monta sua progénie, e utiliza
a bicamada lipidica da membrana plasmatica ou da organela relacionada para brotar e adquirir
seu envelope viral (Novoa et. al., 2005). As fabricas virais sdo estruturas tubulares que utilizam
filamentos de actina para se estabilizar, as quais permitem uma maior eficiéncia na montagem
dos virions. Em células infectadas com o BUNV, foi visto um acumulo de mitocondrias
préximas as cisternas do complexo de Golgi na regido perinuclear, provavelmente recrutadas
pelo virus, para a formacéo as fabricas virais (Salanueva et al., 2003, Fontana et al., 2012). A
primeira maturacdo da particula viral € dependente da regido trans-Golgi, enquanto que a
segunda ocorre ap0s a liberacdo das particulas no meio extracelular, em que as glicoproteinas
assumem a forma de espiculas (Salanueva et al., 2003).

Os Bunyavirus utilizam a via secretéria a partir do complexo de Golgi como trajetoria
para promover a liberacdo das particulas virais da célula hospedeira (Rowe et al., 2008;
Salanueva et al., 2003). Nessa via de transporte intracelular, vesiculas especificas brotam do
trans-Golgi e sdo direcionadas para a membrana plasmatica , processo que envolve diversas
proteinas reguladoras e acessérias para selecdo da carga transportada, marcacdo e
enderecamento da vesicula para a regido alvo. No entanto, ainda ndo foram elucidados os

fatores celulares envolvidos na liberacdo dos Bunyavirus.

O papel da proteina Rab27a na liberacao de vesiculas secretoras

A familia de proteinas Rab é composta de pequenas GTPases monoméricas citosolicas
que utilizam a permutacdo entre GDP/GTP para serem ativadas e coordenarem, junto a seus
efetores, diferentes etapas do transporte vesicular intracelular, incluindo o brotamento de
vesiculas e estruturas tubulares, a motilidade dessas através do citoesqueleto, e a entrega e fusdo
dessas estruturas nas membranas aceptoras dos compartimentos alvos (Zerial & McBride,
2001). Sua variedade ¢ maior em organismos mais complexos devido a elevada necessidade de
regular o transporte entre compartimentos intracelulares com especificidade, mostrando-se
essenciais para os processos de endo e exocitose. Tal especificidade é alcancada atraves da
compartimentalizacdo das diferentes proteinas Rab em cada etapa do processo, servindo como

marcadores moleculares no trafego de vesiculas.
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Existem duas isoformas de proteinas Rab27, denominadas Rab27a e Rab27b,
codificadas por dois genes em cromossomos diferentes, com cerca de 70% de identidade em
suas sequéncias de aminoacidos (Pastural et. al., 2000 , Ramalho et. al., 2001). As duas
proteinas homdlogas sdo importantes na biologia de endossomos multivesiculares (MVE), mas
possuem papéis ndo redundantes (Ostrowski et. al., 2009). Os MVE sdo estruturas grandes, de
400-500 nm, com vesiculas intraluminas que brotam a partir de sua membrana; definidos como
intermediarios na via entre endossomos iniciais e tardios, os MVE trafegam pelo interior da
célula com o auxilio de microtubulos (revisado por Gruenbergl e Harald Stenmark, 2004).
Enquanto Rab27b esta localizada em MVE perinucleares e parece estar envolvida no
enderecamento deles para a membrana plasmatica, Rab27a se mostra necessaria para a entrega
e fusdo dessas estruturas com a membrana plasmatica e, assim, liberacdo de suas vesiculas
intraluminais no meio extracelular, onde recebem a denominacdo de exossomos ou vesiculas
extracelulares (Ostrowski et al., 2009).

O conjunto de Rab27 ativas (ligadas a GTP) na superficie dos MVE recruta suas
proteinas efetoras, as quais interagem com proteinas motoras de actina (como por exemplo
miosina Va, miosina VIla) e ddo seguimento a via de transporte destas estruturas até a
membrana aceptora (Fukuda e Kuroda, 2002). Desnos e colaboradores propuseram que miosina
Va, ao interagir com a proteina Myrip (efetora de Rab27a) medeia diretamente a fixacdo estavel
de vesiculas marcadas na membrana plasmatica. Levando-se em consideracdo as semelhancas
entre a via de liberacdo de exossomos, que envolve a fusdo de MVEs com membrana
plasmatica, e a externalizacdo de Bunyavirus, hipotiza-se que a formacédo da progénie do virus
Oropouche possa ocorrer por meio de um processo muito semelhante. A fim de esclarecer o

mecanismo molecular e os fatores celulares envolvidos, mais estudos sdo necessarios.


https://www.nature.com/nrm/journal/v5/n4/full/nrm1360.html#a1
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1.1 JUSTIFICATIVA

Os arbovirus sdo transmitidos através da picada de insetos vetores (ARthropod-BOrne
virus) para hospedeiros suscetiveis, e tém ganhado importante destaque devido a facilidade de
disseminacédo de doenca e manifestacdo de surtos, como por exemplo Dengue, Febre Amarela,
Zika e febre do Oropouche. OROV € um virus emergente de elevada importancia em satde
publica no Brasil, sendo uma das principais arboviroses transmitidas no pais. Apesar do vetor
que transmite o virus OROV no ciclo selvagem (Aedes serratus) estar concentrado na regido
equatorial, com as mudancas climéticas e a intensificacdo de desmatamentos, espera-se que a
area de infestacdo do mosquito se expanda, tendo potencial para gerar novas epidemias em
grandes centros urbanos. O fato de seu genoma ser constituido de RNA segmentado torna
elevado o potencial de mutacdes e rearranjos, podendo inclusive participar no aparecimento de
novas espécies virais, como o virus Jatobal (um Bunyavirus que contém o segmento menor de
RNA do OROV) (Saeed, 2001). Apesar da variedade e complexidade da familia Bunyaviridae,
pouco se sabe sobre os mecanismos moleculares especificos utilizados durante o ciclo
replicativo, em especial nos processos de montagem e brotamento dos virions. Diante do
exposto, torna-se importante investigar como 0 OROV manipula o sistema de endomembranas
celular, para, desta forma, promover estratégias que visem inibir a replicacdo deste
Orthobuniavirus, e que potencialmente pode ser aplicada aos demais virus da familia

Bunyaviridae.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

Verificar se a proteina Rab27a estd envolvida no ciclo replicativo do virus Oropouche.

1.2.2 Objetivos especificos
1.2.2.1 Verificar o efeito do silenciamento de Rab27a em células infectadas pelo OROV

na biogénese de fabricas virais e producdo de progénie viral,

1.2.2.2 Analisar o padrdo de distribuicdo de Rab27a e proteinas do virus OROV ao longo

do periodo de um ciclo replicativo.
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RESUMO

O virus Oropouche (OROV) pertence a familia Bunyaviridae, género Orthobunyavirus, e €
considerado o causador de uma das arboviroses com maior importancia em saude publica no
Brasil. Responsavel por grandes surtos em diferentes paises da regido equatorial da Ameérica,
demonstra um elevado potencial emergente. Apesar de sua relevancia, pouco se conhece quanto
aspectos especificos do ciclo replicativo do OROV, pois a maior parte do conhecimento gerado
sobre o género Orthobunyavirus provém de estudos do virus Bunyamwera, prototipo do género.
O presente estudo tem por objetivo elucidar mecanismos utilizados pelo OROV para a liberagao
de sua progénie viral, hipotetizando-se que o virus seja capaz de manipular o sistema de
secrecdo celular, e utilizar proteinas como Rab27a para externalizar novas particulas virais.
Para testar tal hipotese, a expressdo de Rab27a foi suprimida por siRNA em células HelLa
anteriormente a infeccdo. Analises do sobrenadante dessas células 18h pos-infeccdo
demonstraram uma diminui¢do do percentual de virus liberado em relacdo as células ndo
silenciadas, sugerindo que a presenca de Rab27a deve ser importante para a liberacdo da
progénie viral. Além disso, analises por imunofluorescéncia confocal apresentaram a proteina
Rab27a em regides adjacentes a proteinas virais na periferia das células, o que pode ser um
indicio de uma possivel interacdo direta ou indireta entre tais proteinas. Para confirmar essa

hipGtese e compreender como ocorre essa possivel relacdo, mais testes serdo realizados.
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INTRODUCAO

Diversos fatores ambientais e antropoldgicos tém modificado a localizacdo geogréafica de
insetos que servem como vetores de transmissdo para diferentes arbovirus, o que, somado a
grande capacidade de adaptacdo dos virus de RNA, resulta em extensos surtos de doencas
emergentes como dengue, zika, chikungunya e febre do Oropouche [1-5]. Essa Ultima tem como
agente causador o virus Oropouche (ORQOV). Classificado taxonomicamente dentro da familia
Bunyaviridae, género Orthobunyavirus, OROV foi isolado pela primeira vez em Trinidad e
Tobago em 1955, e, desde entdo, gerou importantes surtos na regido equatorial da América,
infectando mais de 500 mil pessoas [6-7]. Desde seu primeiro isolado no Brasil, em 1961, o
virus foi responsavel por numerosos surtos notificados nos estados da regido amazonica [5, 8-
10]. A alternancia entre os ciclos silvestres e urbanos ¢ um fator determinante para a
manutencdo dos arbovirus na natureza; no caso do ORQV, acredita-se que o ciclo silvestre
ocorra através do mosquito Aedes serratus (possivel vetor de transmissdo) e animais como
macacos, preguicas e aves silvestres. Ja no ciclo urbano, em que ocorrem as extensas epidemias,
o0 homem ¢ infectado através da picada do mosquito Culicoides paraensis, popularmente
conhecido por maruim ou borrachudo [11]. Diante de tantas condi¢des propicias para o seu
alastramento, faz-se necessario mais estudos para entender tdpicos importantes da biologia do

virus, e, desta forma, preparar o sistema de salde para uma epidemia ja eminente.

A familia Bunyaviridae é considerada a maior e mais diversa familia de virus de RNA, com
mais de 300 virus sorologicamente distintos descritos até o0 momento, divididos em 5 géneros
(quatro deles infectam animais e um infecta plantas) [12]. O genoma tri-segmentado de RNA
fita-simples e polaridade negativa dos Bunyavirus codifica quatro proteinas estruturais (N, L,
Gc e Gn) e duas ndo-estruturais (NSs e NSm) [13]. Envoltos por um envelope lipidico, com
espiculas formadas por heterodimeros das glicoproteinas Gc e Gn, os Orthobunyavirus
apresentam forma esférica e medem de 80-120 nm de diametro [13]. Ainda que a ultraestrutura
do virus Oropouche ndo tenha sido revelada até o momento, espera-se que seja muito

semelhante aos demais membros desse género.

A entrada dos Orthobunyavirus nas células ocorre por meio de endocitose mediada por clatrina,
incentivada pela interacdo entre as glicoproteinas virais, Gc e Gn, com receptores celulares

ainda ndo descritos [14]. A replicacdo do virus ocorre no citoplasma celular, com producéo
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inicial de mRNA que serd traduzido em proteinas virais. As proteinas codificadas pelo
segmento M sdo traduzidas em ribossomos associados ao reticulo endoplasmatico rugoso, e
imediatamente translocadas para o limem da organela durante sua sintese, onde serdo clivadas
em Gc e Gn e transportadas para o complexo de Golgi — passo essencial para que sejam
devidamente glicosiladas — e, por meio de um sinal de retencdo ao Golgi encontrado em Gn, se
acumulem numa regido especifica, modificando a membrana da organela [15,16]. A proteina
do nucleocapsidio (N) é expressa em ribossomos livres no citosol e interage com o genoma e 0
antigenoma do virus (RNA polaridade positiva). A grande quantidade de proteina N associada
ao antigenoma ativa a polimerase viral (RdRp, codificada pelo segmento L); essa, por sua vez,
ird sintetizar copias dos trés segmentos do genoma [13].

Os complexos formados pelos segmentos de RNA polaridade negativa com as proteinas N e L
(ribonucleoproteinas) sdo transportados para as regides modificadas do complexo de Golgi,
onde interagem com Gc e Gn, e formam as particulas virais que brotam na forma de estruturas
vesiculares [17]. Acredita-se que muitos Bunyavirus utilizam-se da via secretoria a partir do
complexo de Golgi como trajetéria para promover a liberacdo das particulas virais da célula
hospedeira. Nessa via de transporte intracelular, vesiculas brotam do trans-Golgi e séo
direcionadas para a membrana plasmatica, com a qual fusionam-se para liberar a progénie viral
[17-19]. Tal processo envolve diversas proteinas reguladoras e acessorias para sele¢do da carga
transportada, marcacdo e enderecamento da vesicula para a regido alvo. Dentre esses fatores
celulares estd a GTPase monomérica Rab27 e seus efetores [20]. Existem duas isoformas de
proteinas Rab27, denominadas Rab 27a e Rab27b, com fungGes diferentes. Enquanto Rab27b
esta localizada em endossomos multivesiculares (MVE) perinucleares e parece estar envolvida
no enderecamento deles para a membrana plasmatica, Rab27a se mostra necessaria para a
entrega e fusdo dessas estruturas com a membrana plasmatica e, assim, liberacdo de suas
vesiculas intraluminais no meio extracelular, onde recebem a denominacéo de exossomos ou
vesiculas extracelulares [21-23]. Considera-se que o processo de replicacdo viral do OROV seja
como o descrito para os Orthobunyavirus. Contudo, € imprescindivel que os fatores celulares

envolvidos sejam elucidados e que a regulacdo de cada etapa seja descrita com maior clareza.
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RESULTADOS

A expressdo de Rab27a parece ser importante para a liberagdo da progénie de OROV em

células humanas

Rab27a é uma GTPase monomérica importante no processo de exocitose celular, sendo
atribuido a essa proteina um papel chave na fuséo e liberacdo de vesiculas a partir da membrana
plasmatica para o meio extracelular. Para testar se tal proteina também é responsavel pela
liberacdo de ORQOV de células infectadas, a expressdo de Rab27a foi silenciada por meio da
técnica de RNA de interferéncia em células HeLa. Ap6s 36h da transfeccdo do siRNA, as
ceélulas foram infectadas com OROV em uma M.O.l. 1. Analises de western blot foram

realizadas com o tempo de 18h p.i., referente a um ciclo de infeccdo (Fig 1A).

A quantidade de virus presente nas amostras foi relacionada a deteccdo da proteina do
nucleocapsideo viral (proteina N), quantificada no software Image Lab. A quantidade de
proteina N encontrada no lisado celular de células controle (ndo silenciadas para Rab27a) foi
utilizada para normalizar os dados, de forma que foi atribuido o valor de 100% para o dado de
densitometria obtido para essa amostra (Fig 1B). O knockdown (KD) da proteina Rab27a levou
a uma diminuicao da quantidade de proteina N presente no lisado celular, representando 44%
da quantidade encontrada no controle. Houve também uma reducdo na quantidade de proteina
N encontrada no sobrenadante das células controle e KD para Rab27a, representando

respectivamente: 70% e 8% dos niveis presentes no lisado celular das células controle.

Com o intuito de compreender se a liberacdo proporcional de virus € modificada pelo
silenciamento de Rab27a, calculamos a fragdo de proteina N encontrada no sobrenadante em
relacdo ao total de proteina N quantificada em cada amostra (sobrenadante/sobrenadante +
lisado celular). Foi possivel verificar que o KD de Rab27 diminuiu a quantidade de particulas
virais liberadas, correspondendo a 41% do total de proteina N externalizada no controle, e 15%
nas células silenciadas (Fig 1C). Tais dados sdo resultantes da média entre dois experimentos

independentes, e um terceiro sera feito para a realizagdo de uma andlise estatistica.
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Figura 1: Silenciamento de Rab27a interfere na externalizacdo do virus Oropouche. Células HelLa foram
silenciadas com siRNA e infectadas com OROV em uma MOI de 1. A) Analises por meio de western blot foram
realizadas ap6s ultracentrifugacdo do sobrenadante e lise do pellet celular. A presenca do virus Oropouche foi
verificada através da imunomarcacdo da proteina N (proteina do nucleocapsideo) e analise densitométrica das
bandas usando o software Image Lab (Biorad); o silenciamento de Rab27a em cada grupo esta sinalizado na
imagem. B) A partir da média de dois experimentos, a quantidade relativa da proteina N é demonstrada com base
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na quantidade obtida no lisado celular de células infectadas e néo silenciadas (controle), e normalizada como
100%. Desta forma, é possivel verificar que o total de proteina N no lisado de células silenciadas para Rab27a
representa 44% de sua quantidade em relacdo ao lisado controle, e sua quantidade detectada no sobrenadante de
células silenciadas também é menor do que a encontrada no sobrenadante controle. C) A porcentagem de proteina
N externalizada foi calculada a partir da fracdo dessa proteina detectada no sobrenadante pelo total de proteina N
da amostra (sobrenadante + lisado celular), resultante numa menor liberacdo de virus nas células com KD de

Rab27a (15%) em comparacao a externalizacdo nas células controle (41%).

A proteina Rab27a é encontrada adjacente a sitios subcelulares contendo proteina do
OROV 18h pos infeccéo

Através da técnica de imunofluorescéncia indireta, e visualizacdo com microscopia confocal, a
infeccdo de OROV em ceélulas HelLa foi acompanhada em diferentes tempos pos-infecgédo (0,
3, 6 e 18h) com o intuito de observar se o virus possui a capacidade de modificar a localizagao
subcelular da proteina Rab27a e da proteina TGN46 (residente do trans Golgi).

A figura 2A representa o controle negativo, com a distribuicdo intracelular das proteinas
Rab27a e TGN46 sem infeccdo. No periodo de 3h p.i., algumas proteinas virais comegam a ser
produzidas (Fig 2B). No tempo de 6h p.i. (Fig 3C) estruturas que podem representar as fabricas
virais comecam a ser visualizadas, e a distribuicdo das proteinas Rab27a e TGN46 apresenta-
se muito semelhante ao controle negativo. J& na figura referente ao tempo de 18h p.i., a infeccao
de OROV demonstra estar mais adiantada, com o0 aparecimento de muitas “fabricas virais” e
presenca de proteinas virais também em regides periféricas da célula, fato concomitante com
mudancas na morfologia do trans Golgi, com uma maior dispersdo das proteinas TGN46. Além
disso, no mesmo periodo foi possivel visualizar uma colocalizagdo parcial entre as proteinas
virais (marcadas com anti-OROV) e Rab27a em regifes periféricas da celula, o que pode indicar
um possivel recrutamento de Rab27a para os sitios de producgéo viral antecedendo a liberacéo
da progénie viral. Para confirmar e detalhar essa hipotese, esse experimento sera repetido com
intervalos menores de tempo, além da realizacdo de outros experimentos com abordagens

diferentes.
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Figura 2: Time Course da infecgdo por OROV. Células HelLa infectadas com OROV em uma MOI de 1 foram
marcadas com anticorpos anti-Rab27a e anti-TGN46, e analizadas por microscopia confocal. O virus foi
visualizado através do canal 594 (vermelho), Rab27a do 488 (verde) e TGN46 do 647 (ciano). A) No controle
negativo, sem a infeccdo de OROV, Rab27a apresenta-se dispersa pela célula em pontos e TGN46 acumula-se na

regido perinuclear. B) Apds 3h de infeccdo, poucas proteinas virais foram produzidas e o padréo de distribuicdo
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de Rab27a e TGN46 séo os mesmos que no controle negativo. C) No tempo de 6h p.i., proteinas virais comegam
a se acumular em pontos, nas chamadas fabricas virais. Nao ha alteracdes no padrdo de Rab27a e TGN46. D) No
periodo de 18h p.i, as fabricas virais ja estdo maiores e proteinas virais sdo encontradas também em regiGes mais
periféricas da célula, onde ha colocalizacdo com Rab27a (pontos amarelos). As proteinas do trans Golgi, TGN46,

alteram seu padrdo, encontrando-se mais dispersas.

Discussao

Até 0 momento, os fatores celulares envolvidos na liberacdo dos Bunyavirus ndo foram bem
elucidados. Shi e colaboradores (2010) analisaram o ciclo de replicagdo do virus Bunyamwera,
0 Orthobuniavirus mais bem caracterizado, através de ensaios com o virus expressando a
glicoproteina Gc fusionada a proteina fluorescente GFP. Nesse estudo, verificaram que as
particulas virais montam e brotam em estruturas vesiculares em membranas do complexo de
Golgi, e sdo transportadas através do citoplasma de forma dependente de microtibulos. As
proteinas e 0 mecanismo celular que integram esse transporte, bem como, a fusdo dessas
estruturas com a membrana plasmatica para a liberacdo dos virions ainda ndo foram

identificados.

A proteina celular Rab27a, membro da familia de pequenas GTPases monoméricas, possuli
papel chave na fusdo de vesiculas intracelulares com a membrana plasmatica. Juntamente com
Rab27b e Rab35, forma um conjunto de proteinas Rab responsaveis pelo trafego e liberacdo de
vesiculas exociticas. Manipulada por diferentes tumores e virus, Rab27a tem sido bastante
estudada em contextos patologicos [25,26,27,28], mas sua possivel funcdo no ciclo replicativo

dos Bunyavirus ainda nao foi demonstrado.

Primeiramente, foi caracterizado os efeitos do silencimento por RNAI da proteina Rab27a na
liberacdo do virus Oropouche em células HeLa. Nossos resultados sugerem que as células
silenciadas apresentam menos particulas virais no sobrenadante, bem como no lisado celular.
Como a funcgdo celular de Rab27a e bem caracterizada, e ndo ha trabalhos na literatura que
sugerem uma possivel participacao sua na via de endocitose, especulamos que a diminui¢do da

proteina N também no lisado de células silenciadas para Rab27a é causada pela degradacéo das
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proteinas virais quando o processo de externalizagdo da progénie é prejudicado. Para testar essa
hipGtese, iremos repetir o experimento acrescentando também inibidores de proteossomos ou

de lisossomos.

Com o objetivo de visualizar a localizagdo subcelular dessas proteinas com microscopia
confocal, foi revelada pelas analises subsequentes uma colocalizacdo parcial entre proteinas
virais e Rab27a ap6s 18h de infeccdo, periodo necessario para que novas particulas virais sejam
liberadas da célula. Tal resultado pode indicar uma possivel necessidade do virus OROV de
recrutar Rab27a para a secrecdo da progénie viral. Estudos com outros virus envelopados
mostraram também a participacdo dessa GTPase monomérica no ciclo replicativo. Um estudo
com o virus Herpes Simplex (HSV) demonstrou que a deplecao da proteina Rab27a por ShRNA
ocasionou numa reducdo na producdo de particulas virais em células infectadas [27 Bello-
Morales et al., 2012]. Rab27a também est& envolvida no trafego e liberacdo de progénie do
virus Citomegalovirus humano (HMVB), e, além disso, sua expressao parece ser importante na

producdo das particulas virais de HMVB [28].

Juntos, estes resultados preliminares sugerem que Rab27a pode estar envolvida na liberacédo de
particulas virais de OROV para 0 meio extracelular. Para confirmar essa hipdtese, mais
experimentos serdo realizados com o objetivo de esclarecer se ha interacdo entre Rab27a e
proteinas do OROV, e quais outros fatores celulares podem estar relacionados. Os dados
apresentados sdo 0s primeiros a identificar possiveis fatores integrados entre o virus e a célula
hospedeira para liberagdo de sua progénie, e ira contrinuir para o entendimento da biologia do

virus Oropouche e da familia Bunyaviridae.

MATERIAIS E METODOS

Cultura celular, siRNA e anticorpos

As linhagens celulares Vero e HeLa CCL2 (ATCC) foram mantidas em placas ou garrafas de

cultura com meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) suplementado com 10% de
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soro fetal bovino (SFB — Sigma), e os antibidticos penicilina 100 U/mL e estreptomicina 100
pg/mL. As placas foram acondicionadas em estufa imida a 37 °C com 5% de CO3 até atingirem
uma confluéncia em torno de 90%, observada com auxilio de um microscépio invertido Nikon
TMS.

O silenciamento da proteina Rab27a foi feito atraves da técnica de RNAI (small interfere RNA),
utilizando-se siRNA (Sigma) ressuspendido conforme instru¢des do fabricante (oligo senso: 5’
GGGAAAAAAGAGUGGUGUA[AT][dT][dT][dT] 3% oligo anti-senso: 5
UACACCACUCUUUUUUCCC[AT][dT][dT][dT] 3").

Anticorpos policlonais de camundongo anti-OROV, gentilmente cedidos pelo Prof. Dr. Luiz
Tadeu Moraes Figueiredo (FMRP - USP), foram utilizados para as técnicas de
imunofluorescéncia e western blot. Foram usados também anticorpo de camundongo anti-
Rab27a (Abcam) e anticorpo de camundongo anti-Actina (BD Biosciences) para a técnica de
western blot, e anticorpo de ovelha anti-TGN46 (Abd Serotec), e anticorpo de coelho anti-

Rab27a (Abcam) para a técnica de imunofluorescéncia.

Estoques virais e titulacdo por TCIDso/mL

Todos os experimentos envolvendo o virus OROV foram realizados em BSL-2 ( Biosafety
Laboraty 2). Virus pertencentes ao protétipo de OROV brasileiro (linhagem BeAn19991)
foram cedidos gentilmente pelo professor Dr. Luiz Tadeu Moraes Figueiredo (CPV-FMRP-
USP).

O estoque viral foi produzido pela propagacéo de uma aliquota em células Vero. Dezoito horas
(18h) apds a infecgéo, os sobrenadantes dessas células foram centrifugados e filtrados em filtros
de 0.22um (Millipore.CO.USA) para reduzir debris celulares na amostra, e congelados em
aliquotas a -80 °C. Foram realizadas duas passagens do virus em células Vero a fim de aumentar
o titulo viral. Posteriormente, uma das aliquotas de cada passagem foi descongelada para
titulagdo pelo método de TCIDso/mL. O titulo viral foi calculado como previamente descrito
[24], alcangando o valor de 107 TCIDso/mL.
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Experimentos de RNAI e infecgdo

Para as analises de western blot, 40 pmol de siRNA foi transfectado, em duplicatas, em placa
de 6 pogos (plaqueando 200.000 células por poco no dia anterior) com Lipofectamina 3000,
segundo especificacdes do fabricante. Ap6s 34h da transfeccdo, OROV diluido em DMEM
suplementado com 2% de SFB (500 uL por pogo) foi utilizado para infec¢cdo em uma MOI de
1. Como controle negativo, foi utilizado o mesmo volume de meio DMEM 2% SFB. ApGs 2
horas a 4 °C com movimentacdo lenta para adsor¢do das particulas virais, os pogos foram
lavados 5 vezes com PBS gelado e adicionado 2 mL de DMEM 2% SFB. A placa foi
acondicionada em estufa a 37 °C com 5% de CO2 por 18 horas (tempo correspondente a um
ciclo de replicacdo viral). Apo6s esse periodo, o sobrenadante foi recolhido, centrifugado,
filtrado em microporos de 0,22 um (para retirar debris celulares) e ultracentrifugado em colch&o
de sacarose 20%, a 22.200 rpm por 2 horas a 4 °C para posterior analise viral, enquanto que as
células foram lavadas com PBS e suspensas da placa com 2 mM ethylenediaminetetraacetic
acid (EDTA).

Analise por Western Blot

Células ressuspendidas em 2 mM EDTA foram centrifugadas (spin), e o pellet lisado com
tampdo de lise (1% Triton X-100, 50 mM Tris-HCI pH 7.4, 150 mM NaCl, 10 % glicerol, 5
mM EDTA) suplementado com inibidor de protease ( protease inhibitor cocktail, Sigma). A
quantificacdo de proteinas totais da amostra foi realizada pelo método de espectrofotémetro
com o reagente BioRad Protein Assay (Bio-Rad). As amostras foram entdo submetidas a
eletroforese em gel de poliacrilamida, transferidas para membrana de nitrocelulose e analisadas
por imunoblotting com os anticorpos citados. As analises densitométricas foram realizadas com

o software Image Lab (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, EUA).

Ensaio de colocalizacéo ao longo do tempo

No dia anterior ao experimento, foram plaqueadas 100.000 células por poco em placa de 24
pocos com laminulas de vidro de 13 mm de didmetro. Atingida a confluéncia média de 70%, as
células foram infectadas com OROV em uma MOI de 1, diluido em DMEM 2% SFB para um
volume final de 150 pL por poco. No controles negativo, foi adicionados 150 pL de DMEM
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2%. Ap0s duas horas de adsorcéo a 4 °C, a placa foi mantida em estufa a 37 °C, com 5% de
CO.. Cada pogo foi lavado com PBS e fixado com 4% paraformaldeido de acordo com seu
tempo poés infeccdo de referéncia (3h, 6h, ou 18h). Imunofluorescéncia das laminulas foi

realizada como mencionado a seguir.

Imunofluorescéncia Indireta

Como descrito anteriormente, células do experimento de ensaio de colocalizacdo ao longo do
tempo de infeccdo foram fixadas com 4% paraformaldeido por 15 minutos. As células fixadas
foram lavadas 3 vezes com PBS e permeabilizadas com solugdo 0,01% saponina, adicionada
com solucéo de bloqueio (0,2% gelatina porcina diluida em PBS) por 15 minutos a temperatura
ambiente. Em seguida, as células foram incubadas por 30 minutos a 37 °C com 0s seguintes
anticorpos primarios, diluidos em solu¢do de blogueio com 0,01% saponina: anticorpo de
ovelha anti-TGN46, anticorpo de camundongo anti-OROV MIAF, e anticorpo de coelho anti-
Rab27a. Apds 5 lavagens com PBS, solucdo de DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) diluido
com anticorpos secundarios em bloqueio com saponina foi adicionada nas células, seguido por
incubacdo a 37 °C por 30 minutos. As laminulas foram montadas sobre laminas de vidro
(Knittel Glase) com Fluoromount G (EM Sciences) e visualizadas em microscépio confocal
Leica SP5 (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha).
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3 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O presente estudo foi o primeiro a demonstrar um possivel envolvimento da proteina
celular Rab27a na externalizacdo de particulas virais do OROV. O silenciamento da expressdo
de Rab27a resultou em uma menor detec¢cdo de proteinas virais no sobrenadante de células
infectadas. Além disso, imagens obtidas por microscopia confocal revelaram uma colocalizacdo
parcial entre proteinas virais e Rab27a, o que corrobora com nossa hipdtese.

Com o intuito de confirmar tal participacdo de Rab27a na liberacdo do OROV, outros
experimentos serdo realizados, como a superexpressdo em células HelLa de Rab27a fusionada
a GFP e Rab27a mutante (constitutivamente ativo), seguida de analise por microscopia confocal
do padréo de localizacdo celular de ambas no contexto da infec¢do por OROV. Padronizaremos

também outros testes que visem confirmar e esclarecer a via de liberacdo da progénie viral.
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W 5X 57 32

This 1s the Table 1 legend.
*Table footnotes belong here.
*Footnotes should each have a corresponding symbol in the table.

o Use Level 3 headings for
sub-sections within Level
2 headings.

+ Inline, Bold type, 12pt
font.

¢ Only use italics and text

formatting where neaded.
\_

Use sentence case. -/

Tables and Table Citations

» Tables should be cited
as “Table 17, “Table 2°
efc.

+ Cite multiple tables as
“Tables 1 and 2,
“Tables 1-3", etc.

+ Tables should be
included directly after
the paragraph in which
they are first cited.

s Tables must be cell-
based in Microsoft
Word or embedded with
Microsoft Excel.

s Do not use empty rows
to create spacing.

» Do not include graphic
objects, images, or
colored text.

+ Ses PLOS Pathogens
Table Guidelines for

more complete
instructions
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Lorem ipsum dolor sit amet, consectetur adipiscing dets.

Vestibulum adipiscing urna ut lectus gravida, vitae blandit -
tortor interdum Donec tincidunt porta sem nec|S1 and 52 Tables [
hendrerit. Vestibulum nec pharetra ¢quam. vitae convallis nunc.
Manris in mattis sapien. Fusce sodales vulputate auctor. Vestibulum
mauris ante, fringilla quis fortor sit amet, accumsan fermentum
quam. Nulla dictum consectetur leo. Ut vulputate ipsum purus, a
inferdum nibh viverra et. Praesent aliquam sapien vel massa sodales

42

Modified April 2017

/S_ upporting Information \

bibendum. Nulla inferdum accumsan lectus, sed auctor elit
accumsan a. Suspendisse quis thoncus nibh,
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120 Supporting information

121 51 Fig. This is the 51 Fig Tite. This is the 51 Fig legend.

122 51 Fig. This is the 52 Fig Tite. This is the 52 Fig legend.

123 51 Table. This is the 51 Table Title, This is the 51 Table legend.
124 51 Table. This is the 52 Table Title, This 15 the 52 Table legend.

125 51 File. This is the S1 File Title. This 1s the 51 File legend.

ﬂile MNaming for Supporting Information \

s Supporting Information files should be saved as “S1_Fig tif’,
“51_File pdf", etc.
All file types are supported.
Supporting Information should be uploaded separately, as
individual files.

+ Please see the PLOS Pathogens guidelines for Supporting
Information here:
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Captions

s List Supporting
Information captions at
the end of the
manuscrpt in a section
titled “Supporting
information”

Use a Level 1 heading.
Use bold type for the
titles.

s Supporting Information
files do not require full
captions, only labels
(51 Fig") are required.

k http-fjournals plos. ora/plospathogens/s/supporti nu—informatio_n/

Please also see the PLOS Pathogens Submission Guidelines which can be found here:
http-/fjournals. plos.org/plospathogens/s/submission-guidelines

For assistance preparing figures, please contact figures@plos.org

For assistance with other formatting requirements, contact plospathogens@plos.org




