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in vitro pelo herpesvirus canino 1. Botucatu, 2017,109 p. Defesa de Tese —
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Universidade Estadual Paulista

Resumo

A andlise de transcriptoma € essencial para determinar a relagdo entre as
informacdes codificadas num genoma, a sua expressao e variagdo genotipica. O
transcriptoma é o conjunto completo de transcritos e a quantidade gerada,
relacionado a um estagio de desenvolvimento especifico ou condicao fisiologica da
célula. Estes transcritos podem ser mapeados utilizando genomas como
referéncia, para investigacdo de expressdo do genes. Para isso, exige
procedimentos de mineracdo de grandes volumes de dados de RNA-Seq para
extrair conhecimentos bioldgicos. As ferramentas de bioinforméatica foram
desenvolvidas para facilitar e agilizar essas analises, transformando dados em
informacdes. Assim, alguns desses recursos foram empregados na analise de
dados gerados pelo RNAseq, a partir de RNAm de cultura celular MDCK infectada
por herpesvirus canino tipo 1 (1CaHV-1 - Canid alphaherpesvirus type 1) em
diferentes momentos poés infeccédo. Dessa forma, foi realizado um dual RNAseq, em
que foi avaliado tanto a expressao génica celular do hospedeiro como do patégeno
viral, no curso da infec¢do. Para isso, foram analisados o transcriptoma das
atividades celulares e os processos envolvidos no ciclo de infec¢do viral, até o
momento 32h-pi. Assim, foram identificados as atividades de respostas celulares a
infeccdo viral, mecanismos regulatérios induzidos pelo virus, transcricdo de genes
virais imediatos, iniciais e tardios. Dentre eles, foi verificado a elevacdo da
expressdo do gene COX-2 induzido pela replicacdo viral, sendo relacionado a
hipoxia e apoptose. Tal fato levanta a possibilidade do uso de inibidores seletivos
de COX-2 para interrupcéo do ciclo de replicacéo viral e no tratamento da infec¢des
por CaHV-1. Também verificou-se que ndo ocorreu a cascata de inducdo da
expressao de genes do ciclo de infeccado forma temporal e ordenada. No qual foi
verificado a expresséo de genes tardios precocemente, e genes imediatos e iniciais
permanecendo a expressao tardiamente. Até o momento foi primeiro trabalho
realizado de dual RNAseq para analise de expressdo génica celular e viral para
CaHV-1.

Palavras chave: transcriptoma; RNAseq; herpesvirus; infeccdo; gene; céo.
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Abstract

Transcriptome analysis is essential to determine the relationship between the
information encoded in a genome, its expression and genotypic variation. The
transcriptome is the complete set of transcripts and the amount generated, related
to a specific developmental stage or physiological condition of the cell. These
transcripts can be mapped using genomes as reference for investigation of gene
expression. Therefore, were required procedures to mine large volumes of RNA-
Seq data to extract biological knowledge. Bioinformatics tools have been developed
to facilitate and streamline these analyzes, transforming data into information. Thus,
some of these features were employed in the analysis of data generated by RNAseq
from canine herpesvirus type 1 (1CaHV-1 - Canid alphaherpesvirus type 1) MDCK
cell culture mRNA at different post-infection stages. Thereby, a dual RNAseq was
performed, in which both the host cell and the viral pathogen gene expression were
evaluated in the course of infection. For this, was analyzed the transcriptome of the
cellular activities and the processes involved in the cycle of viral infection, until the
moment 32h-pi. Thus, the activities of cellular responses to viral infection, regulatory
mechanisms induced by the virus, and transcription of early, early and late viral
genes were identified. Among them, was verified the elevation of COX-2 gene
expression induced by viral replication, unleashing the hypoxia and apoptosis
mechanisms. This fact would suggest the possibility of the use of selective COX-2
inhibitors to interrupt the viral replication cycle and in the treatment of CaHV-1
infections. We found that the induction cascade of gene expression from the
infection cycle did not occurred ordered and temporally. The expression of late
genes was verified early, and early immediate and early genes remaining
expression tardily. To date, it was the first work of dual RNAseq of cellular and viral

gene expression analysis for CaHV-1.

Keywords: transcriptome; RNAseq; herpesvirus; infection; gene; dog



1. Introducéo

A infeccé@o pelo herpesvirus canino tipo 1 (CaHV-1) é considerada uma
enfermidade infecto-contagiosa endémica em muitos paises. Estudos realizados
comprovam a sua existéncia e persisténcia em cédes domeésticos e canideos
selvagens, adquirida naturalmente

Devidos as vérias caracteristicas patogénicas do virus, o herpesvirus
canino pode causar problemas reprodutivos e perdas econémicas elevadas em
canis. A dificuldade de diagnostico (exceto em neonatos que foram a 06bito) e a
falta de medidas preventivas e terapéuticas tém sido responsaveis pela baixa
conscientizacao e preocupacao de veterinarios no controle da doenca. No Brasil,
foram poucos casos descritos da infeccdo e 6bitos nos animais infectados. A
baixa casuista pode ser devida a poucas técnicas diagndsticas disponiveis para
detectar a infeccdo. Assim, a falta de diagndsticos em animais infectados pode
prejudicar o controle e prevencao da doenca, contribuindo para a propagacéo do
agente entre os individuos susceptiveis. Uma vez que, ndo ha vacinas
disponiveis no mercado para profilaxia. Assim, ha pouco conhecimento sobre o
comportamento da infeccdo a respeito desse agente na espécie canina.
Considerando que os herpesvirus acomete o homem e varias espécies animais,
pérem sdo espécie-espefico. Portanto, os herpevirus sdo virus adaptados aos
seus hospedeiros e possuem varios mecanismos de regulacdo para a sua
replicacdo e dominio dos processos celulares. Assim, 0S processos que
regulam a transcricao dos genes podem codificar diferentes proteinas virais. Tal
transcricdo € frequentemente controlada pela interacdo de regulacbes por
proteinas celulares codificadas por fatores de transcricdo celular pré-existente
na célula. Portanto, a natureza dos fatores de transcricao celular presentes num
tipo de célula pode determinar se uma infeccdo viral inicial resultara em
replicacdo do virus e morte da célula hospedeira. A técnica de RNAseq através
do sequenciamento de nova geracao tem proporcionado analise de milhdes de
transcrito a partir de amostras biolégicas. Consequentemente, contribuindo para
o conhecimento e comprrensao dos mecanismos de infecgéo viral, bem como o
desenvolvimento de tratamentos e medidas profilaticas. Portanto, através de

analises do transcriptoma e perfis transcricionais, € possivel obter conhecimento



biolégico celular de determinadas condicbes e momentos, dentre elas o0s
mecanismo e resposta celular a infeccao viral que é o objetivo principal desse

trabalho.
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6. Conclusodes

As analises de expresséao e diferencial de expressao génica viral e celular
permitiram avaliar a atividade viral e celular durante a infeccdo em cultura de

células.

Na andlise dos genes virais foram observadas as expressfes dos 76
genes codificantes do genoma viral, sendo estes expressos em sua totalidade

no momento 20h-pi.

Durante a expresséo dos genes virais imediatos, iniciais e tardios, nao se
observou o efeito cascata de inducao temporal entre estes genes, pois genes
tardios foram expressos precocemente com genes imediatos e este continuaram

sua expressao tardiamente.

Foi verificado a atividade multifuncional de varios genes e seus produtos
atuando em varios momentos e eventos da infec¢cdo, como US1, RL2, US4 e
UL27.

Foi possivel observar a elevagdo de PTGS2 (COX-2) na infeccéo pelo
CaHV-1, em concordancia com outros herpesvirus, dada sua possivel

importancia terapéutica e farmacoldgica.

A ontologia génica celular permitiu associar a expressao de genes virais

com os processos celulares durante a infecgéo.

A quantificacéo da carga viral pela gPCR permitiu acompanhar a evolucéo

da replicacdo do DNA viral correlacionando com as etapas da infeccao.
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