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1. INTRODUCAO

1.1 A familia Flaviviridae

A familia Flaviviridae compreende um conjunto de virus geneticamente
diversos, distribuidos por todo o mundo, e que incluem agentes patogénicos para o
homem e para 0s outros animais. Estes sdo responsaveis por epidemias, por vezes de
grandes proporc¢oes, e causam, anualmente, milhares de mortes (Mukhopadhyay et al.,
2005). Esta familia é composta por 3 géneros bem definidos: o género Hepacivirus (que
deriva do grego hepar e hepatos, que significa figado), cujo membro representante € o
virus da hepatite C (Lindenbach et al., 2007), o género Pestivirus (que deriva do latim
pestis, que significa peste) que inclui dois virus responsaveis pela diarreia virica bovina
e também pela febre (ou peste) suina classica (Lindenbach et al., 2007), e o género
Flavivirus (que deriva da palavra em latim flavus, que significa amarelo) do qual o virus
tipo, o virus da febre amarela (YFV, Yellow Fever Virus), € considerado referéncia na
historia da virologia, tendo sido o primeiro virus patogénico humano a ser isolado
(Staples e Monath, 2008). Para além destes trés géneros, recentemente foi proposta a
inclusdo na familia Flaviviridae de um quarto, designado por Pegivirus, que devera
integrar os virus GBV-A, GBV-C e GBV-D (Stapleton et al., 2011).

1.2. Flavivirus: classificacdo e filogenia

O género Flavivirus é o agrupamento da familia Flaviviridae com maior nimero
de representantes descritos, totalizando mais de 70 virus com um genoma de RNA
(Mukhopadhyay et al., 2005; Cook e Holmes, 2006; Lindenbach et al., 2007; Cook et
al., 2009). O grande interesse no estudo dos flavivirus esta, sobretudo, relacionado com
o potencial de alguns deles para provocar grandes epidemias associadas a elevadas taxas
de mortalidade e morbilidade. Destacam-se, de entre muitos outros, os quatro serotipos
do virus da dengue (DENV, Dengue Virus), o virus do Nilo Ocidental (WNV, West Nile
Virus), e o virus da encefalite japonesa (JEV, Japanese Encephalitis Virus).
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Figura 1.1. Andlise filogenética construida com base na analise de alinhamentos de sequéncias que
codificam a NS5 de véarios membros do género Flavivirus. A vermelho estdo representados os flavivirus
especificos de insectos (ISF), a castanho os flavivirus sem vector conhecido (NKV), a azul os flavivirus
transmitidos por mosquitos (MBV) e, finalmente, a verde, os virus isolados de carracas (TBV) (Cook et
al., 2012).”

As analises de inferéncia filogenética construidas com base em alinhamentos
maultiplos de sequéncias nucleotidicas (nt) ou amino-acidicas (aa) de flavivirus, sugerem
a existéncia de quatro grandes grupos monofiléticos. Um destes inclui virus cujo vector
s80 mosquitos e que, por isso, na literatura sdo designados de mosquito-borne viruses
(MBV) (Fig. 1.1, representados a azul). Por outro lado, outros sdo transmitidos por
carracas e sdo designados, por essa mesma razao, tick-borne viruses (TBV) (Fig. 1.1, a
verde). De um terceiro grupo fazem parte a maioria dos flavivirus sem vector artropode
conhecido, sendo genericamente designados de no known vector viruses (NKV) (Fig.
1.1, a castanho). A medida que um ndmero cada vez maior de trabalhos cientificos faz
referéncia a virus aparentemente especificos de insectos (por conseguinte sem
hospedeiro vertebrado conhecido), as anélises filogenéticas tém revelado que eles
tendem a formar um quarto grupo monofilético, que alguns autores sugerem ter uma

posicdo basal nas arvores filogenéticas do género, e que, por isso, poderdo constituir
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uma linhagem ancestral de flavivirus (Sang et al., 2003). Este ultimo grupo
compreende, entdo, os designados ISF (insect-specific flaviviruses) (Fig. 1.1, a
vermelho). Estes virus foram referidos como “nao-cldssicos” ou como virus exclusivos
de mosquitos (mosquito-only), mas depois de detectados em flebotomineos (Moureau et
al., 2009) invalidou-se esta ultima designacéo, sendo, na actualidade, referidos como
ISF.

Apesar de maioritariamente descritos na Gltima década, o primeiro dos ISF até
hoje identificado, designado de cell fusing agente virus (CFAV), é conhecido desde ha
mais de 3 décadas. De facto, foi em 1975 que Stollar e Tomas (1975) detectaram este
virus enquanto um agente viral que provocava fusao celular, promovendo a formacéo de
sincicios de varios tamanhos em células de Aedes albopictus em cultura (linha C6/36)
infectadas com um macerado de mosquitos da espécie Ae. aegypti. ApOs a descoberta
do CFAYV, sequenciado na sua totalidade em 1992 (Cammisa-Parks et al., 1992), tém
sido inimeros os trabalhos que tém dado a conhecer uma grande diversidade de ISF,
como por exemplo, o virus Kamiti River (KRV), isolado em 2003 do mosquito africano
Ae. macintoshi (Crabtree et al., 2003; Sang et al., 2003), ou o Quang Bing Virus
(QBV), isolado de Culex tritaeniorhyncus colhidos no Vietname, e geneticamente
caracterizado por Crabtree et al., (2009). ISF foram detectados na Argélia, associados a
flebotomineos (Moureau et al., 2010), em Espanha e Portugal associados a Ochlerotatus
caspius, Ae. vexans, Cx. theileri, Anopheles atroparvus e Culiseta annulata (Aranda et
al., 2009; Vazquez et al.,2012; Parreira et al., 2012 ). ISF associados a Culex spp. foram
também descritos no Japao (Hoshino et al., 2007), Guatemala (Morales-Betoulle et al.,
2008), México (Farfan-Ale et al., 2009), nos EUA e em Trinidade e Tobago (Kim et al.,
2009). Muito recentemente, no norte da Europa (Finléndia), foi identificado um novo
ISF (designado Hanko ou HANKY, em referéncia a cidade onde foram colhidos os
mosquitos de onde foi isolado), cuja caracterizagcdo genémica (Huhtamo et al., 2012),
sugeriu tratar-se do primeiro membro de uma nova linhagem genética de ISF. Apesar de
filogeneticamente isolado dos demais ISF, a sequéncia codificante da proteina NS5 do
HANKYV revelou ser muito semelhante as descritas por Vazquez et al. (2012), estas
ultimas amplificadas a partir de macerados de mosquitos da mesma espécie.

Ainda que filogeneticamente distintos da grande maioria dos demais flavivirus, a

insercdo dos ISF num mesmo género é sustentada por semelhangas com os flavivirus
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ditos “classicos” em termos de morfologia dos virides, organizagdo dos seus genomas
(descrita em maior detalhe nas seccdes seguintes), identidade das suas sequéncias no
que diz respeito aos dominios que caracterizam as suas fungdes estruturais e nao-
estruturais, para além dos perfis de hidrofilia das diferentes proteinas virais. No entanto,
ao contrario da maioria dos flavivirus, eles ndo replicam, pelo menos in vitro, em
células de vertebrados, justificando a sua designacdo como flavivirus especificos de
insectos (Crabtree et al., 2003, Sang et al., 2003; Hoshino et al., 2007; Blitvich et al.,
2009; Cook et al., 2006, 2009, 2012; Parreira et al., 2012).

Arvores filogenéticas recentemente construidas com base na analise de
sequéncias de ISF revelaram a divergéncia deste grupo monofilético em, pelo menos,
duas linhagens genéticas distintas (pelo menos até a descricdo do HANKYV). Uma inclui
sequéncias isoladas de Aedes spp. enquanto uma outra compreende sequéncias isoladas
de Culex spp. (Hoshino et al., 2009). Curiosamente, dados publicados por Cook et al.
(2006) revelaram a presenca de CFAV em diferentes culicideos capturados em diversas
areas do mundo, particularmente nos membros do género Aedes (Ae. aegypti, Ae.
albopictus) mas, e inesperadamente, também entre alguns mosquitos do género Culex.
Isto indica que estes virus podem, através de mecanismos ndo esclarecidos até ao
presente, permutar entre hospedeiros.

Talvez 0 mais surpreendente dos estudos relacionados com ISF seja o de Crochu
et al. (2004). Neste relata-se a detec¢do no genoma de células C6/36 de sequéncias
geneticamente relacionadas com flavivirus (CFAV e KRV), demonstrando pela
primeira vez, a integracdo em genomas eucariotas de sequéncias multigénicas de virus a
RNA, que replicam sem um intermediério de DNA (ao contrario dos retrovirus). Estas
sequéncias de flavivirus integradas foram detectadas quer em linhas celulares de
laboratdrio (C6/36 derivada de Ae. albopictus, ou A20 derivada de Ae. Aegypti), quer
em células de mosquitos selvagens das mesmas espécies, revelando que a sua
descoberta ndo seria resultante de manipulacdes em laboratério (Crochu et al., 2004;
Roiz et al., 2009; Vazquez et al., 2012), uma vez que 0 mesmo se verifica em condi¢bes
naturais. Este facto, s6 por si, levantou questdes fundamentais tais como qual o impacto
que estes virus possam ter exercido sobre a evolucéo dos seus hospedeiros, uma vez que

a integracdo observada representa um possivel mecanismo de evolucdo que implica a
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transferéncia horizontal de genes em células eucariotas (Kim et al., 2009), a partir do
qual é gerada diversidade genética (Crochu et al., 2004).

Finalmente, a presenca de ISF em inUmeras espécies de mosquitos vectores de
uma grande variedade de flavivirus patogenicos, levanta, ainda, questdes relativas ao
quanto a presenca dos primeiros podera interferir com a replicacdo dos segundos. De
facto, alguns estudos sugeriram que mosquitos cronicamente infectados com ISF
poderdo estar menos sujeitos a infec¢cbes com outros flavivirus patogénicos, resultado
duma excluséo por superinfeccdo (Farfan-Ale et al., 2009). No entanto, relatos recentes
parecem ndo suportar esta hipotese (Kent et al., 2010; Newman et al., 2011). Este

assunto permanece, por enquanto, por esclarecer.

1.3. O género Flavivirus: estrutura dos virides e expressao génica

O genoma dos flavivirus é constituido por uma molécula de RNA em cadeia
simples com polaridade positiva (SSRNA™) e aproximadamente 11kb, possuindo uma
Unica grelha aberta de leitura (ORF, do inglés Open Reading Frame) que codifica para
uma poliproteina com ~3.400 residuos de amino-acidos. Imediatamente apds a sua
sintese, esta poliproteina é processada por proteases virais e celulares em trés proteinas
estruturais (capside [C], precursor da proteina de membrana [prM] e glicoproteina do
involucro [E], do inglés envelope) e sete proteinas ndo-estruturais (NS, do inglés non-
structural), designadas NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b e NS5 (Chambers et al.,
1990; Sanchez-Seco et al., 2005; Harris et al., 2006; Hoshino et al., 2009), tal como
esquematicamente representado na figura 2. Em ambas as extremidades do genoma
encontram-se regides ndo-codificantes (UTR-5" e -3°, do inglés Untranslated Region),
as quais tendem a formar estruturas secundarias. Estas influenciam a traducéo e a
replicacdo do genoma, e, de um modo genérico, sdo encontradas quando analisados 0s
genomas de todos os membros do género Flavivirus (Brinton e Dispoto, 1988; Thurner
et al., 2004). A importancia destas regides para o sucesso da replicacdo viral ¢ traduzida
pelo facto de que delegdes nelas introduzidas revelarem-se letais para a replicacdo de
DENV-4, apesar de terem provocado efeitos minimos na tradugdo do RNA
recombinante (Cahour et al., 1995). Por outro lado, virus recombinantes viaveis

exibiram uma replicacdo limitada em diferentes hospedeiros, sugerindo que factores
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especificos deste ultimo interagem com o RNA que compde esta regido do genoma
viral. Estas estruturas secundarias podem ainda incluir um coddo AUG, sugerindo que
desempenham um papel fundamental no inicio da traducdo da poliproteina viral
(Parreira et al., 2012). Estas regides também ja foram analisadas em ISF (Hoshino et al.,
2007, 2009; Parreira et al., 2012). Quando comparadas com regides equivalentes
identificadas nos genomas de estirpes de MBV e TBV, a regido UTR-3’ parece exibir
uma grande diversidade, mas evidencia, no entanto, sequéncias conservadas (Markoff,
2003; Parreira et al., 2012).
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Figura 1.2. Estrutura e expressdo genémica de membros do género Flavivirus. A: Estrutura genémica e
elementos que caracterizam o RNA viral. O genoma viral, com um cap em 5°, ¢ composto por uma regido
codificante e duas ndo-codificantes (UTR). Estdo também esquematizados motivos importantes previstos
das estruturas secundarias e terciarias dentro das UTR 5’ e 3’ (harpin loops ou estruturas em gancho de
cabelo) e regides conservadas com uma ou duas cépias assinalados com as letras CS (do inglés,
conserved sequence) e RCS (do inglés, repeated conserved sequence) seguidas pelo nimero de cdpias. B:
Processamento da poliproteina viral e produtos resultantes da sua clivagem. As caixas abaixo do genoma
indicam os precursores e as proteinas maduras geradas ap6s uma cascata de processamento proteolitico.
As proteinas estruturais representadas a azul ciano e ndo-estruturais a branco. Os locais de clivagem por
proteases do hospedeiro estdo assinalados com um losango preto, as proteases serinicas identificadas com
uma seta descendente, enquanto que as clivagens efectuadas pela furina (ou proteases relacionadas) estdo
representadas por um tridngulo. Com um “?” sdo identificados os locais de clivagem por proteases
desconhecidas. C: Produtos de clivagem da poliproteina e respectiva topologia (proposta) ao longo da
membrana do reticulo endoplasmatico (RE). As proteinas estdo esquematizadas a escala (&rea
proporcional ao nimero de amino-acidos), estdo por ordem (da esquerda para a direita) e conforme o seu
posicionamento na poliproteina. Proteinas estruturais maduras estdo representadas a azul ciano (Adaptada
de Lindenbach et al., 2007).
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A proteina da capside (C) possui uma massa molecular de aproximadamente
11kDa, apresenta caracter basico, e é responsavel pela estrutura da particula viral,
ligando-se fortemente a moléculas de RNA (Chambers et al., 1990a). Jones et al. (2003)
demonstraram que a proteina C, quando expressada sob a forma de uma proteina
recombinante em E. coli, apresenta hélices-a e forma dimeros. Kiermayr et al. (2004)
demonstraram que esta dimerizacao é induzida pela interaccdo com moléculas de DNA
ou RNA, e que a regido C-terminal da proteina C estaria envolvida na associagdo ao
RNA viral (Ma et al., 2004; Wang et al., 2002).

A proteina prM (com ~26kDa), localiza-se no involucro viral e faz parte dos
virides imaturos. Durante o processo de montagem dos virides, ao longo da sua
passagem pelo complexo de Golgi, a clivagem de prM gera a proteina M (de 8kDa),
originando particulas virais maduras e, por conseguinte, é responsavel pela maturacdo
dos virides (Fig. 1.3). Estudos revelaram que anticorpos dirigidos contra a proteina prM
protegem murganhos da infeccdo por DENV (Kaufman et al., 1987), assim como
peptidos sintéticos com dominios das proteinas prM e M sdo eficientes na inducéo da

producdo de anticorpos neutralizantes, imunizando murganhos (Vazquez et al., 2002).

IMATURO MADURO

Membrana lipidica Nucleocapside

Figura 1.3. Representacdo esquematica de virides de Flavivirus. Os virides imaturos contém duas
proteinas membranares associadas (prM e E) que formam um complexo heterodimérico. Durante a
maturagdo viral, a prM é clivada resultando no rearranjo de E em homodimeros (virido maduro). O
produto resultante da clivagem de prM (M) permanece associado ao invélucro viral. (Adaptado de Heinz
e Stiasny, 2012)

A principal proteina do involucro viral (E, =60kDa), ¢ a maior proteina
estrutural do virido, sendo responsavel pelas principais propriedades biologicas do

virus. Estudos revelaram que a esta glicoproteina desempenha um papel importante na
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patogenicidade de diversos flavivirus, ndo apenas pela definicdo do tropismo celular,
como também pela entrada do virus na célula-alvo (Gollins e Porterfield, 1985; Rey et
al., 1995; Modis et al., 2004). E uma proteina de fusdo da classe Il, compartilha
aproximadamente 40% de identidade amino-acidica entre Flavivirus e dispde-se a
superficie dos virides sob a forma de dimeros (Perera et al., 2008) (Fig. 1.3).

Por seu turno, as proteinas ndo-estruturais (NS) estdo envolvidas no controlo da
resposta imune do hospedeiro a infeccdo viral, na replicacéo e transcricdo do RNA viral
e no processamento pos-traducional da poliproteina viral (Liu et al., 2004; Westaway et
al., 1997).

A proteina NS1 (=45kDa), pode ser encontrada no citoplasma, associada a
superficie celular ou no meio extracelular de células de mamiferos infectadas (Winkler
et al., 1988, 1989; Flamand et al., 1999). E, & semelhanca de E, uma glicoproteina, e
funciona como um factor de ligacdo ao complemento, tendo-lhe sido, também, atribuido
um papel na sintese da cadeia complementar de RNA (ver abaixo) enquanto elemento
integrante  do complexo replicativo viral (Lindenbach e Rice, 1997). Outra
particularidade relativa a NS1 traduz-se pelo facto de parecer estar associada (como
acima indicado) as superficies celulares em hospedeiros mamiferos. Por oposicao,
quando os virus replicam em células de invertebrados, esta proteina parece estar
exclusivamente dirigida para o limen celular (como evidente na Fig. 1.2), sugerindo
que é diferencialmente processada nos dois hospedeiros.

A proteina NS2a, de =24kDa, ¢ a primeira de quatro pequenas proteinas
hidrofébicas (NS2a, NS2b, NS4a e NS4b), cujo perfil de hidrofobicidade sugere uma
possivel interaccdo com membranas (Chambers et al., 1990a; Brinkworth et al., 1999).
Estudos com o flavivirus Kunjin (KUN) demonstraram que a NS2a tem alta
especificidade pela UTR-3’, que ¢ uma proteina transmembranar, que faz parte do
complexo de replicacdo, e que inibe a producdo de interferdo pelo hospedeiro (Liu et
al., 2004, 2005; Leung et al., 2008). O seu papel na montagem e exocitose, dos virides
de KUN e YFV, recém-formados, da célula hospedeira, também ja foi demonstrada por
Liu et al. (2003) e Kummerer e Rice (2002). Por seu lado, a pequena proteina NS2b, de
~14kDa, ¢ essencial para a actividade de protease da proteina NS3, da qual ¢ um
cofactor (Lin et al., 1993; Falgout et al., 1991; Chambers et al., 1990b). Esta Gltima,

(com ~68kDa) é uma proteina multifuncional, altamente conservada entre flavivirus,
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apresentando trés actividades bioquimicas distintas. Por um lado, a combinagdo desta
protease viral com o cofactor NS2b é critica para o processamento apropriado da
poliproteina viral (Falgout et al., 1991; Chambers et al., 1993; Jan et al., 1995),
catalisando as clivagens nas varias proteinas virais (NS2a-NS2b, NS2b-NS3, NS3-
NS4a, NS4b-NS5) (Chen et al., 1997; Cui et al., 1998; Li et al., 1999; Khromykh et al.,
1999; Lindenbach e Rice, 2003). Por outro, actua, provavelmente, como helicase de
RNA, promovendo o desenrolamento da dupla cadeia de RNA da forma replicativa (RF,
do inglés replicative form) (Matusan et al., 2001). Por fim, tem actividade de
trifosfatase de nucledtidos (NTPase) (Kuo et al., 1996), a qual se presume estar
envolvida no primeiro passo de formacdo da estrutura cap do extremo 5’ do RNA viral
(Khromykh et al., 1999; Lindenbach e Rice, 2003; Uchil e Satchidanandam, 2003).

S&0o poucas as evidéncias que possam revelar qual a fungéo das proteinas NS4a e
NS4b. No entanto, estudos recentes sugerem que a proteina NS4a esteja ancorada a
membrana do reticulo endoplasmatico e interage com as proteinas NS1, NS3 e NS5
(Westaway et al., 2003). Alguns estudos demonstram, por outro lado, que durante a
replicacdo viral, a proteina NS4b parece estar envolvida na inibicdo da sintese de
interferdo, mas o seu papel ainda ndo foi claramente determinado (Lindenbach e Rice,
2003).

A proteina NS5 é a maior das proteinas ndo-estruturais. Com cerca de 100kDa e
apresentando regides da sua sequéncia altamente conservadas entre flavivirus, actua
como polimerase de RNA dependente de RNA (RdRp) (Koonin e Dolja, 1993; Guyatt
et al., 2001; Ackermann e Padmanabhan, 2001) e como transferase de grupos metilo
(Egloff et al., 2002). Esta Ultima actividade parece, mais uma vez, estar implicada no
capping do genoma viral (Uchil e Satchidanandam, 2003).

Curiosamente, se € amplamente aceite que todos os flavivirus codificam uma
poliproteina da qual sdo excisadas as proteinas estruturais e ndo-estruturais, descobertas
recentes identificaram um frameshift ribossomal no serogrupo JEV que parece ser
responsavel por dar origem a uma outra proteina, designada por NS1’°, outrora,
considerada simplesmente uma extensdo C-terminal da proteina NS1 (Balmori et al.,
2009; Firth e Atkins, 2009). Brierley e Pennell (2001) defendem que muitos virus
contém sequéncias que induzem um “salto” ribossomal (acima designado por

frameshift) de -1 nucleétido, prosseguindo a traducdo numa nova grelha de leitura na
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mesma molécula de mRNA. Em células eucariontes, um local de frameshift -1 consiste
numa pequena sequéncia heptanucleotidica cuja sequéncia de consenso € N NNW
WWH (onde NNN representa quaisquer trés nucleotidos idénticos, WWW representa
AAA ou UUU, H pode representar um A, C ou U e 0s espagos representam os coddes
relativamente a grelha de leitura que suporta a traducdo da poliproteina viral). Esta
sequéncia é seguida por um espacador de 5-9 nt e de uma estrutura secundaria de RNA
estavel, normalmente sob a forma de um gancho-de-cabelo (hairpin) ou um pseudoné
(pseudoknot). A identificacdo de frameshifting programado no serogrupo JEV o qual
estara, entdo, na origem da sintese de uma proteina NS1’ (cujo papel na replicagdo viral
permanece por esclarecer), estimulou o interesse relativamente a identificar se situagdes
semelhantes poderiam ocorrer noutros flavivirus. Tal facto resultou na descricdo do que
parece constituir uma nova sequéncia codificante, encontrada entre os virus que
compdem a linhagem ISF, a qual foi designada por Fifo (do inglés, Fairly interesting
flavivirus ORF). A sequéncia que codifica esta proteina (Fifo) integra 253 a 295 coddes,
e sobrepBe-se a regido que codifica as proteinas ndo-estruturais NS2a-NS2b (Firth et al.,
2010). Entre estes virus, a traducdo desta proteina resulta de um salto entre grelhas de
leitura numa regido conservada com a sequéncia GGAUUUY (Y=C ou T), a qual, e a
semelhanga do que foi anteriormente descrito para os virus do serogrupo JEV, é
precedida por uma estrutura secundaria que se forma no RNA viral (Firth et al., 2010).

1.4. Flavivirus: ciclo replicativo

Ainda que 0s pormenores que caracterizam a replicacdo dos ISF do ponto de
vista molecular permanecam por esclarecer, antecipa-se que sigam, pelo menos em
moldes genéricos, o que foi anteriormente descrito para alguns dos flavivirus mais bem
estudados.

O ciclo replicativo dos flavivirus inicia-se com a ligacdo do virido a receptores
celulares da célula hospedeira os quais, na sua grande maioria, permanecem por
identificar (Fig. 1.4). Contudo, tem sido demonstrado que muitas moléculas da
superficie celular interagem com os viriées de diferentes flavivirus (Mukhopadhyay et
al., 2005). Uma vez ligados, estes sdo internalizados por endocitose em vesiculas
revestidas de clatrina (Gollins e Portefield, 1985; Chu e Ng, 2004). Como
esquematizado na figura 1.4, o pH &cido no endossoma induz a alteracédo
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conformacional dos dimeros de E (da superficie do virido maduro), dissociando-0s em
mondmeros. Estes mondmeros reassociam-se entdo em trimeros expondo o péptido de
fusdo, que se insere, em seguida, na vesicula de transporte, e promove a fusdo do
involucro viral com o invélucro vesicular, libertando o RNA viral no citoplasma da
célula hospedeira (Gollins e Portefield, 1986; Kimura et al., 1986; Allison et al., 1995;
Stiasny et al., 2001, Stiasny et al., 2002).

A traducio depende da estrutura cap-5’ do ssRNA" e ¢ iniciada por deslizamento
dos ribossomas (ribosome scanning) até ao primeiro coddo de iniciagcdo localizado na
vizinhanca de uma sequéncia Kozak (Gubler, 2007). A replicacdo do RNA viral é semi-
conservativa e assimétrica (Chu e Westaway, 1985). O RNA de polaridade positiva
(RNA™) serve como molde para a sintese do RNA de polaridade negativa (RNA")
complementar, formando um intermediario em dupla cadeia designado como forma
replicativa (RF). Esta RF é entdo utilizada como molde reciclavel para a sintese
assimétrica de cadeias de RNA" viral (Lindenbach e Rice, 2001), que se acumulam na
célula infectada dez vezes mais que 0 RNA™ (Cleaves et al., 1981). De seguida, através
de mecanismos que permanecem por esclarecer, 0 RNA viral associa-se a maultiplas
copias da proteina da capside para formar a nucleocapside. Este complexo liga-se entéo
as membranas do reticulo endoplasmatico (RE) onde recebe os heterodimeros de prM-E
por associacdo dos seus dominios hidrofébicos (Op de Beeck et al., 2004).
Analogamente ao que se representa esquematicamente na figura 1.4, a particula viral
imatura é transportada ao longo da rede RE-Golgi, durante o qual residuos glicidicos
sdo associados a proteina E (Manson, 1989; Courageot et al., 2000; Hanna et al., 2005).
Imediatamente apds a libertagdo da particula viral, o fragmento pr da prM é clivado por
uma protease do hospedeiro (furina) e os heterodimeros prM-E dissociam-se para
permitir a formacdo de homodimeros E. Da-se, assim, origem a uma particula viral
madura, capaz de iniciar um novo ciclo infeccioso (Chambers et al., 1990; Stadler et al.,
1997; Elshuber e Mandl, 2005).
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Figura 1.4. Ciclo replicativo dos flavivirus. A entrada do virus adsorvidos a célula hospedeira através da
interaccdo com receptores especificos, ocorre por endocitose mediada por receptores. O pH &cido no
endossoma induz a alteragdo na conformacdo de E, provocando a fusdo membranar e libertacdo da
nucleocapside para o citoplasma. Apds descapsidagdo, o0 RNA™ é traduzido para iniciar a replicacéo viral.
A montagem do virus ocorre ao longo do reticulo (ER, na figura), originando particulas virais imaturas
(que contém prM) sendo, depois, transportadas via exocitica. Ha evidéncias que o pH acido na rede trans-
Golgi (TGN) causa alteragBes conformacionais irreversiveis no complexo prM-E. A maturacdo da
particula ocorre apos clivagem pela furina ou proteases semelhantes (Stadler et al., 1997). As particulas
virais séo libertadas, normalmente, por exocitose. (Adaptado de Heinz e Stiasny, 2012)

Uma perspectiva visual da célula durante a replicacdo dos virus KUNV e DENV
foi revelada por microscopia crio-imunoelectronica. Esta analise mostrou que a infecgéo
por flavivirus causa uma extensa proliferacdo e reorganizacdo das membranas celulares
do hospedeiro, para formar estruturas especializadas designadas por membranas
convolutas (CM) (Welsh et al., 2009) ou conjuntos paracristalinos (PC) (Mackenzie et
al., 1996; Westaway et al., 1997), espacialmente localizadas na regido peri-nuclear. Na
periferia destas CM/PC, e a elas associados, encontram-se conjuntos de vesiculas (VP,
do inglés vesicle packets), que parecem conter os complexos de replicacdo viral
(Wimmer et al., 1993; Strauss et al., 1997). Apesar das CM/PC e VP serem
compartimentos distintos, revelado pela localizacdo, nestes, de marcadores celulares
proteicos distintos, parecem estar conectados ao reticulo endoplasméatico (RE)
circundante (Mackenzie et al., 1999). Mais recentemente, analises de imagens obtidas
por microscopia electronica associada a tomografia computacional revelaram que, de
facto, as membranas interiores das VP sdo continuas com as membranas do RE e que
conectam com o citosol celular atraves de aberturas semelhantes a poros (Welsh et al.,

2009). Assim, a modelizagéo tridimensional permitiu, entdo, constatar que as vesiculas
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se assemelham, de facto, a invagina¢Ges do RE, ao invés de constituirem vesiculas
seladas por membranas (Welsh et al., 2009), contrariamente ao que fora inicialmente
proposto (Uchil e Satchidanandam, 2003). Constataram ainda que, apos infeccdo, o
genoma viral se associa a ribossomas disponiveis no RE rugoso, ao nivel do qual a
traducdo se vai iniciar. A poliproteina dai resultante é clivada durante, e apés, a
traducdo, e alguns dos componentes n&o-estruturais associam-se formando um
complexo de replicacdo associado a membranas. O processamento da poliproteina que
ocorre nas CM, como proposto para o virus Kunjin (KUNV), ainda permanece pouco
claro (Welsh et al., 2009). Invaginagtes no RE parecem ser induzidas pela NS4a em
conjunto com outros factores celulares (Miller et al., 2007; Welsh et al.,2009). Com
recurso a marcadores imonulégicos Welsh et al. (2009) assumiram que as proteinas
estruturais (C, E, prM) ndo estdo incluidas nas vesiculas. Apesar de aparentemente
proposta uma explicagdo para a origem das inumeras vesiculas detectadas em células
infectadas por flavivirus, o papel das CM permaneceu pouco claro. Sabe-se, no entanto,
que se encontram associadas a regides do RE liso, como observado por Welsh e
colaboradores. Assim presume-se que as CM funcionem com reservatérios de lipidos e
proteinas que podem ser recrutados pelas vesiculas. O facto de a NS3 estar as estas
associada consiste com o presumido (Welsh et al., 2009).

Estudos bioguimicos (Mackenzie et al., 1996; Miller et al., 2006, 2007; Uchil e
Satchidanandam, 2003), baseados na marcacdo com bromo-UTP do RNA nascente do
DENV, permitiram propor que a sintese do RNA ocorra no limen das vesiculas. Os
nucleétidos e outros factores necessarios a replicacdo deverdo entrar pelo poro da
vesicula que, por sua vez, tambeém deverd permitir a saida do RNA recentemente
sintetizado. A formacdo da nucleocapside e gemulacdo viral ocorrem junto a estes
poros. Apesar das particulas virais se acumularem nas cisternas dilatadas do RE, estas
também sdo encontradas isoladas, revestidas por vesiculas na regido cis-Golgi, o que
sugere que os virides sdo transportados pela rede Golgi, onde a prM seré clivada pela
furina (Shapiro et al., 1997). A conducdo das particulas virais até a superficie celular
deveréa ocorrer através da via secretora (Welsh et al., 2009).

Em suma, estas alteracfes na arquitectura e maquinaria celular (CM/PC e VP)
induzidas pela infecgéo viral, sdo como que bolsas membranares isoladas, mas em rede,

no citoplasma que conferem (i) ao complexo replicativo (RC) um microambiente para
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sintese de RNA, facilitando a disponibilidade e/ou acesso a enzimas do hospedeiro
associadas a essas membranas (Van der Meer et al., 1998), (ii) proteccdo da actividade
enzimatica das replicases (NS3 e NS5) da accdo de proteases (Westaway et al., 1997;
Mackenzie et al., 1996; Uchil e Sachidanandam, 2003) e (iii) agrupam os produtos
virais, compartimentando-os, fornecendo constituintes lipidicos essenciais e uma base
de sustentacdo ao RC (Lyle et al., 2002).

1.5. Diptera (Culicidae): importancia

A familia Culicidae (Ordem Diptera) compreende mais de 3.500 espécies e
subespécies de mosquitos, pertencentes as subfamilias Anophelinae e Culicinae
(Eldridge, 2005). Esta familia é importante em termos médicos, uma vez que relne
varias espécies de artropodes hemat6fagos capazes de transmitir agentes infecciosos ao
Homem e a uma série de outros animais (Eiras, 2004; Eldridge, 2005). Como por
exemplo, sdo membros destas subfamilias os mosquitos Ae. aegypti e Ae. albopictus,
ambos vectores de DENV e YFV ou, ainda, algumas espécies do género Culex,
responsaveis pela transmissdo de WNV ou do virus da encefalite de Saint Louis
(Manson-Bahr e Bell, 1987; Eldridge, 2005).

Dentro da familia Culicinae, Reinert (2000) sugeriu a separacdo dos géneros
Aedes e Ochlerotatus com recurso a analise de caracteres morfoldgicos. Contudo, desde
o trabalho de Reinert (2004), Savage e Strickman (2004) discutiram a restauracdo do
uso tradicional do género Aedes e subgénero Ochlerotatus, uma vez que as fémeas
adultas de Ochlerotatus e Aedes, contrariamente ao assumido por Reinert, ndo podem
ser identificadas sem dissecacdo e ndo possuem diferencas em termos de biologia,
comportamento e ecologia que permitam a distingdo em 2 grupos.

Tal como referido anteriormente, filogenias do género Flavivirus revelam uma
tendéncia para a divisdo em grupos cujos virus tém hospedeiros em comum. Em
conformidade, os primeiros resultados de andlises filogenéticas baseadas em
alinhamentos de sequéncias parciais de sequéncias de NS5 de ISF, juntamente com a
descricdo recente do HANKV (Huhtamo et al., 2012), isolado de mosquitos do
género/sub-género Ochlerotatus, parecem sugerir que virus isolados destes mosquitos
formem uma linhagem genética distinta dentro da radiacdo ISF. Curiosamente, e tal

como inicialmente sugerido por VVazquez e colaboradores, se a presenca de sequéncias
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de ISF em Oc. caspius colectados em Espanha parece ser bastante frequente, este facto
contrasta com o que parece ser a distribuicdo do HANKYV na Finlandia. De igual modo,
um rastreio de flavivirus em macerados de mosquitos colectados no sul de Portugal
(Costa, 2011) indicou a presenca de sequéncias NS5 em diversos destes macerados.
Neste trabalho procedeu-se a caracterizacdo genética de um ISF isolado pelo Grupo de
Virologia da Unidade de Microbiologia Médica do IHMT, para o qual se propbe a
nomenclatura de OCFVp; (assumindo a designacdo anglo-saxonica de Oc. caspius
flavivius from Portugal). Para além da sequenciacdo quase completa do genoma viral e
respectiva analise, foi ainda efectuado um estudo da replicacdo deste virus em células
de insecto, incluindo a caracterizagdo, por microscopia Optica e electrdnica, dos efeitos

citopaticos pelos quais este virus parece ser responsavel.
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2. MATERIAL E METODOS
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Culturas celulares e isolamento do virus

Foi utilizada uma linha celular, designada C6/36, estabelecida a partir de
macerados de larvas de Ae. albopictus (cortesia da Doutora Anna-Bella Failloux - Unité
de Génétique Moléculaire des Bunyavirus, Instituto Pasteur de Paris) para o isolamento
viral. As culturas celulares foram mantidas a 28°C (na auséncia de CO,;) em meio
Leibovitz L-15 (Lonza, Walkersville/MD, EUA) suplementado com 10% de soro fetal
bovino (FBS) inactivado por aquecimento (Lonza, Walkersville/MD, EUA), 2mM L-
glutamina (Gibco BRL Gaitherburg/MD, EUA), e meio de triptose-fosfato concentrado
1X (AppliChemGmbH, Darmstadt,Alemanha). Ao longo deste trabalho, foi ainda
utilizada a linha celular Vero E6 (ATCC CRL-1586), tendo estas células sido mantidas
a 37°C com 5% de CO, em meio Dulbecco modificado (Lonza, Walkersville/MD,
EUA) suplementado com 10% FBS.

Para expansdo do virus com a designacdo proposta de OCFVp; em C6/36, foram
utilizados cerca de 500uL correspondentes a terceira passagem cega apés a infeccdo
inicial de uma monocamada de células sub-confluentes com macerados de mosquitos da
espécie Ochlerotatus caspius. A adsorcdao do virus decorreu durante 1h a temperatura
ambiente (T.A.), finda a qual o inoculo viral foi retirado, tendo sido substituido por
meio de cultura. A replicacdo viral decorreu durante 120h, e no final deste periodo o
sobrenadante e sedimento destas culturas infectadas foram separados por centrifugacéo

e conservados a -80°C até utilizacGes futuras.

2.2. Microscopia electrénica de transmissdo (TEM-Transmission Electron

Microscopy)

Linhas celulares de C6/36 demonstrando efeito citopatico evidente (48h apés a
sua infeccdo infec¢do com o virus OCFVpy) foram removidas dos frascos de cultura por
raspagem (tal como anteriormente descrito) e preparadas para examinacdo por TEM
(cortesia do Dr. Antonio Pedro de Matos-Servigo de Anatomia Patolégica do Hospital
Curry Cabral). Em suma, as células infectadas foram fixadas sequencialmente em 3%
de gluteraldeido (em tampdao cacodilato), tetréxido de 6smio (no mesmo tampéo) e
acetado de uranilo (em agua bi-destilada). A desidratagéo celular foi promovida por um
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aumento da concentragdo de etanol. Apds a passagem por Oxido de propileno,
embeberam-se as amostras em resina Epon-Araldite, usando SPI-Pon como substituto
do Epon 812. Produziram-se secc¢Bes finas com instrumentos de corte de vidro ou
diamante, envolvidas depois em solucdo aquosa de acetato de uranilo a 2% e citrato de
Reynold’s. As secgdes foram estudadas e fotografadas com o microscopico electronico

JEON 100-SX.

2.3. Identificacdo de mosquitos por analise de sequéncias parciais do gene COI

Para extraccdo do DNA total contido em macerados de mosquitos, recorreu-se
ao kit comercial ZymoBead"™'Genomic DNA Kit (Zymo Research, Irvine, CA). Em
linhas gerais, e aplicando o protocolo sugerido pelo fabricante, iniciou-se o0
procedimento com a ressuspenséo total do sedimento de micro-esferas (ZymoBead™)
por agitacdo num voértex. Num tubo de 1,5mL, adicionou-se 200uL de tampéo de lise
(Genomic Lysis Buffer) a 50uL de macerado de mosquitos e 10uL de ZymoBead ™.
Misturou-se por inversdo e incubou-se 5min. a T.A. Centrifugou-se a mistura a 1.500¢
durante 1min., descartando-se, depois, 0 sobrenadante, tendo em consideracdo néo
perturbar o sedimento de esferas de silica (ZymoBeads) as quais 0 DNA permanece
adsorvido. Ao sedimento foram adicionados 600uL de tampdo de lise (Genomic Lysis
Buffer), o qual foi ressuspendido por pipetagem e, novamente, sedimentado por
centrifugagéo (1.500g, 1min.), voltando a descartar-se o sobrenadante. Procedeu-se de
forma semelhante ao descrito anteriormente, mas adicionando 200uL de tampdo de
lavagem (DNA Pre-Wash Buffer), repetindo os passos de ressuspensdo e centrifugacao.
Descartado o sobrenadante, adicionou-se & mistura DNA/ZymoBead™ 500uL de um
outro tampdo de lavagem (g-DNA Wash Buffer), ressuspendeu-se o sedimento, e
centrifugou-se como acima descrito, fazendo uma segunda centrifugacao para assegurar
remocdo total do tampdo de lavagem. Foram adicionados 35uL de tampédo de eluicdo
pré-aquecido a 65°C a matriz de silica, de forma a maximizar a recuperagdo de DNA,
melhorando a dissociacio entre DNA/ZymoBead™. Depois de uma centrifugacdo final
a 10.000g durante 1min. recuperou-se o sobrenadante (solu¢cdo de DNA). O DNA assim
obtido foi processado de imediato ou, caso contrario, foi armazenado a -20°C.

Extraido o DNA genomico total do macerado de mosquitos, amplificaram-se,
utilizando o sistema puReTaqg Ready-To-Go PCR Beads (GE Healthcare, Reino Unido),
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sequéncias parciais do gene mitocondrial que codifica a sub-unidade | da enzima
citocromo-oxidase (COIl) usando os primers, LCO1490 e HCO2198 descritos por
Folmer et al. (1994) e as condi¢cdes de PCR previamente definidas por Cook et al.
(2009). Os produtos de PCR foram, de seguida, sequenciados, e as sequéncias obtidas
analisadas por BLAST (http://blast.ncbi.nm.nih.gov/Blast.cgi) e recorrendo a
ferramenta BOLD-ID (Barcode of Life Data System ldentification engine) disponivel

em www.boldsystem.org/view/login.php.

2.4. Extraccdo de RNA total a partir de suspensdes virais

Para tratamento enzimatico das suspensdes virais, cada tubo, contendo 1.3mL da
mesma (obtida como descrito em 2.1), foi distribuido em aliquotas de 200uL. Cada uma
destas aliquotas foi tratada com RNase A (10ug/mL final; Fermentas, Lituania) e DNase
I (100U final; Fermentas, Lituania), durante 1h a 37°C, como descrito por Djikenget al.,
(2008). Este passo procura eliminar acidos nucleicos contaminantes, provenientes das
células onde ocorreu a replicacdo viral. As nucleases foram removidas, a posteriori, por
adicdo de proteinase K (150 pg/mL final) e incubacédo durante 2h a 56°C.

A extraccdo de RNA total foi realizada atraves da utilizagdo do sistema
comercial ZR Viral RNA Kit™ (Zymo Research, Irvine, EUA). Este sistema permite
fazer extracgbes de acidos nucleicos em apenas 5 minutos, e foi desenhado para o
isolamento de RNA viral de <200puL de fluidos bioldgicos ou células (cél.) em
suspensdo a uma concentragio de <Ix10°cél./mL. Contem um tampéo Unico que facilita
a lise das particulas virais e permite a adsorcdo subsequente do RNA viral numa matriz
contida numa coluna (Zymo-Spin™IC). O RNA eluido pode ser utilizado para varios
fins, incluindo RT-PCR. O procedimento de extraccao foi realizado de acordo com as
instrucdes do fabricante.

Genericamente, o protocolo de extraccdo pressupds o descongelamento das
amostras (normalmente sobrenadantes de cultura celular contendo particulas virais) a
T.A., seguido de um passo de lise em tubos de extrac¢do, lavagem das colunas onde se
fixou 0 RNA e, por fim, a sua eluicdo. A etapa de lise foi efectuada numa cémara de
fluxo laminar, onde foram adicionados 800uL de uma solug¢ao de lise (ZR viral RNA
Buffer) a cada tubo de extraccdo. Posteriormente, a esse volume adicionou-se 200uL do

stock viral 174 (manipulacdo efectuada em laboratério livre, tanto quanto possivel, de
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RNases). As misturas suspensdo viral/solugdo de lise foram homogeneizadas
gentilmente, transferidas para uma coluna com tubo colector associado, seguidas de
centrifugacdo répida (12.000g, 2min.). A lavagem da coluna, para remocdo de
contaminantes, foi efectuada duas vezes com a adicdo de 300uL de tampéo de lavagem
(RNA Wash Buffer), e pela centrifugagdo do conjunto coluna/tubo colector a 12.000g
durante 30 segundos (seg.). Para assegurar total remoc¢édo do tampdo de lavagem, foi
realizada uma centrifugacao adicional de 2min. O RNA foi eluido por adigdo de 30uL
de agua livre de RNases, seguida de uma breve incubacdo de 1min. a T.A. para
maximizar a dissociacdo entre 0 RNA e a membrana da coluna. O volume eluido foi
recolhido, por centrifugagdo (1min. a 12.000g), para tubos limpos, e, em seguida,
armazenado a -80°C até futuras utilizacdes. Por vezes, foram produzidas aliquotas (de

15uL) para evitar ciclos de congelacao/descongelacéo do extracto de RNA.

2.5. Desenho de oligonucleétidos (primers) para a amplificacdo, in vitro, de &cidos

nucleicos

O desenho dos primers que nos permitiram a amplificacdo/sequenciacdo do
genoma viral caracterizado no decurso deste trabalho, foi levado a cabo com base em
dois dados iniciais. Por um lado, o conhecimento prévio de uma sequéncia de
aproximadamente 200 nucledtidos (nt), anteriormente obtida no nosso laboratério
(Costa, 2011). Por outro, a construcdo fazendo uso do programa MAFFT vs.6 (Katoh e
Toh, 2008 - disponivel em http://align.omr.kyushu-u.ac.jp/mafft/online/server) de um
alinhamento de genomas completos de ISF depositados na base de dados, com os
nameros de acesso NC 001564 (Cell Fusing Agent Virus), AB488408 (Aedes
Flavivirus) e NC005064 (Kamiti River Virus). Até a data de inicio deste trabalho, estas
correspondiam as Unicas 3 sequéncias de genomas de ISF associados a mosquitos do
género Aedes disponiveis para consulta publica.

Para o desenho de primers (listados na tabela 2.1.) recorreu-se a aplicacéo
informatica Oligo Analyzer 3.1, (disponivel em
http://eu.idtdna.com/analyzer/applications/oligoanalyzer/). Os primers utilizados foram
desenhados respeitando parametros padronizados como i) o numero de nucleotidos de
cada primer (idealmente 17-28 nt), ii) a composicéo (teor em C e G entre 0s 40-60%),

Iii) a temperatura de hibridacdo aos seus alvos (55-65°C; correspondente ao limite do
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que se designa, em seguida, por Tm ou temperatura de melting, ou seja, a partir do qual

a hibridacéo dos primers aos seus alvos é comprometida), iv) a existéncia de possivel

complementaridade entre as extremidades 3’ ¢ 5° dos mesmos (de forma a evitar a

formacéo de ansas), ou v) a complementaridade do primer com ele préprio e/ou entre

primers utilizados em simultaneo (Burpo, 2001).

Tabela 2.1. Primers utilizados para amplificacdo/sequenciacdo do genoma do OCFVp..

Designacéo do

Primer Posicéo! Orientag&o® Sequéncia (5°-3°)
AcFV1F 8865-8888 Directo TGGTACATGTGGTTGGGATCGAGG
AcFV2R 10208-10235 Reverso GACTCGGGGGAGCGGGKKCGTCAKGCC
AcFV3R 8958-8984 Reverso ATAGTTGACTCCGATGCCTCCTACACC
AcFV4R 7853-7878 Reverso CCGATGTCACACATRAAKGTGTCACA
AcFV5F 5025-5051 Directo GYGASATGGCATCSAGGAAAAGSAAAG
Flavi4F 7671-7197 Directo GAYYTHGGNTGYGGVMGVGGNGGMTGG
AcFV4R 7859-7885 Reverso CTCTCACCAATGTCACAAACAATGGTG
AcFV6R 10650-10674 Reverso GATADTCMAAACTCCCTAACGGTGG
AcFVTR 5294-5320 Reverso GGATCCATGAARTGRCACTCATCCATG
AcFV8F 1228-1249 Directo GCGGTTGGGGMACTGGSTGYTT
AcFVIR 2864-2887 Reverso TCCATCCAAAACATSCCRTCAGTG
AcFV10F 3559-3589 Directo TTGGACTDCCCAACWTDTTTTCATCKGTGGG
AcFV11F 2627-2648 Directo GCCAACAAGTATTGTCTCTTGGTCGAC
AcFV12R 3991-4016 Reverso CTATGCACAGTCCCGTCCTCCATCCG
AcFV13F 4100-4120 Directo TCCGGGTGCGTCTGCGGCCATCGC
AcFV14F 4953-4978 Directo CGATCTCTAGTTGTTCCAGTACCACG
AcFV15R 8035-8059 Reverso CAATCCTGCCACCATACTTGTGCTG
AcFV16F 5476-5599 Directo CAAGGTGGATTGGAGATGTGTCGG
AcFV18F 6198-6224 Directo CTAGCCATCCAGTTCTACATGGGAAC
AcFV19F 8769-8795 Directo CTAGCTGGTGATTGCAGAATGTGTGTG
AcFV20R 9510-9533 Reverso CTGCACTCGTGATGGGAGGGATGG
AcFV21R 5439-5465 Reverso CCGTGGAAACTGGAGGGCTTGCTCAGC
AcFV22F 9562-9588 Directo CCCATCACTACCACCCAATGACTCTCC
AcFV23F 9591-9612 Directo GACGGTCGGCGAATCATCGTTC
AcFV24F 9664-9688 Directo GGTTGGTGACAATCGCAGATAGTGC
SP51 1868-1893 Reverso CCTTGGAAGACAACAAGCTACAACCC
SP52 1570-1595 Reverso CTGCACGATCTTGTCAAAGCCTCCG
SP53 1385-1410 Reverso GTGTTGTGGGTGCGTCAGGAACGAGC
SP54 633-657 Reverso AGTGCTTCGTGATAACCATTCCTGC
1NS5F® 8791-8809 Directo GCATCTAYAWCAYNATGGG
1NS5R® 9867-9884 Reverso CCANACNYNRTTCCANAC
2NS5F° 8859-8876 Directo GCNATNTGGTWYATGTGG
2NS5R® 9841-9860 Reverso CATRTCTTCNGTNGTCATCC
HANKSF 3-31* Directo GCACAGGTTGAGAGACCTTCTTCCCGACA
HANKR3 10.089-10.118* Reverso CTAAATCGTCCCATGCCACTCAGGAAATCC

'Posicdo relativa ao genoma do Cell Fusing Agent Virus (NC_001564.1). *Orientagdo do primer
relativamente & direccdo da amplificacdo. *Primers descritos por Vazquez, et al., 2012.
As coordenadas mencionadas sdo indicadas por referéncia a sequéncia do virus HANKOV (n° de acesso

JQ268258).

Nota: posi¢Oes degeneradas - W=Aou T; Y=T ouC; R=Gou A; B=CouGouT.
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A preparagdo de solugdes stock de primers ocorreu numa camara de fluxo
laminar, onde se adicionou &gua ultra-pura (sem DNases e RNases) ao liofilizado de
primer de forma a obter-se uma solucéo cuja concentracdo final fosse de 100pmol/pL.
As solucdes de trabalho foram obtidas, por diluicdo das primeiras, para concentracdes
de 10pmol/pL.

2.6. Sintese, por transcricdo reversa (ou retrotranscricdo-RT), de DNA

complementar (cDNA) a partir de RNA total

As reaccdes de RT foram executadas usando o sistema comercial RevertAid™ H
Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas, Lituania). O procedimento foi
adaptado relativamente as instruc@es sugeridas pelo fabricante. Para a sintese de cDNA
foram utilizados hexameros de sequéncia aleatoria ¢ Sul. do extracto de RNA total
(preparado de acordo com o descrito em 2.3.), tendo sido utilizado um volume final de
reaccdo de 20ul. A preparagdo de cada reacg¢do foi efectuada no gelo, a fim de
minimizar a degradacdo das moléculas de RNA, e as misturas de reaccdo foram
preparadas numa camara de fluxo laminar.

O recurso ao sistema em questdo implicou a preparacdo de reaccdes de RT
iniciadas pela adigdo de 1pL de solugdo contendo hexameros aleatdrios
(oligonucledtidos, ou primers, de sequéncia aleatéria), a cada aliquota de SuL do
extracto de RNA total e perfazendo-se um volume final de 12uL com 6ulL de agua
tratada com dietil-pirocarbonato (DEPC), um inibidor ndo especifico de RNases. Apos
agitacdo suave e breve centrifugacdo, a mistura anterior (juntamente com o tubo
correspondente ao controlo negativo (preparado com 11uL de 4gua tratada com DEPC e
1uL dos mesmos hexameros aleatérios) foram mantidos a 65°C durante Smin, de forma
a desnaturar as moléculas de RNA, e em seguida colocadas em gelo. A cada tubo de
reac¢do foram em seguida adicionados 4uL de solugdo tampao de reacg¢do (5X reaction
buffer), 1uL de inibidor de ribonucleases (Ribolock RNase Inhibitor, a 20U/uL), 2uL de
dNTPs (solucdo dos desoxirribonucledtidos 5 -trifosfatados, concentrados a 10mM), e

dTM

1uL de transcriptase reversa (RevertAi H Minus M-MulV Reverse Transcriptase, a

200U/uL. A mistura resultante foi colocada num termociclador myCycler (Bio-Rad,
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EUA) programado como descrito na Tabela 2.2. O produto final (cDNA) foi mantido a
4°C para subsequente (no proprio dia) amplificagdo de sequéncias gendémicas virais
através da reaccdo de polimerizacdo em cadeia (PCR, Polymerase Chain Reaction), ou

conservado a -20°C (para utilizagédo posterior).

Tabela 2.2. Condices de reaccdo utilizadas nas experiéncias de sintese de cDNA.

Etapa Temperatura (C°) Tempo (min.) NiUmero de Ciclos
Hibridacéo dos primers 25 5 1
Retrotranscricéo 42 60° 1
Inactivacdo da RT 70 5 1
Manutencéo 4 ) 1

2.7. AmplificagOes de fragmentos de DNA viral por PCR

Apb6s a sintese de cDNA por transcricdo reversa do RNA extraido dos
sobrenadantes das culturas de células C6/36 infectadas com 0 OCFVp, as amplificacbes
sucessivas iniciaram-se com recurso, em primeiro lugar, a primers degenerados
previamente descritos por Vazquez e colaboradores (2012). Estes foram desenhados
com base em motivos conservados na sec¢ao do genoma de flavivirus que codifica a
polimerase de RNA viral, também designada NS5 (tabela 2.1., primers com
referéncia®), e cuja sequéncia inclui a inicialmente estudada no nosso laboratdrio (Costa,
2011).

A reaccdo de amplificacdo decorreu segundo o protocolo estabelecido por
Vazquez et al. (2012), com algumas alteracGes exigidas pelo fabricante da polimerase
utilizada (Phusion® - High-Fidelity DNA Polymerase, Finnzymes, Finlandia). Muito
resumidamente, foi aplicada uma técnica de nested-PCR que envolve uma dupla reaccao
de PCR, a qual tem como objectivo aumentar a sensibilidade, assim como a
especificidade, da amplificacdo pretendida. Este método pressupde duas reaccOes de
amplificacdo sucessivas, sendo que o produto resultante da primeira serve de matriz
para a segunda reaccdo de amplificacdo. Na primeira reaccdo sdo utilizados primers
ditos externos, que se ligam a uma regido externa aquela que se pretende analisar. O
segundo par de primers (internos) liga-se ao produto da primeira reac¢do de PCR, numa
regido interna relativamente ao local de ligacdo dos primers externos, originando em

consequéncia do processo de amplificacdo, um fragmento de tamanho inferior.
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Assim, para amplificagdo da regido do genoma viral designada por “Vazquez”
foram utilizados INS5F e INS5R como primers externos e o par 2NS5F e 2NS5R como
primers internos (Tabela 2.1). Esta preparacdo consistiu na utilizacdo de de 10uL de
tampéao de reaccdo (5X Phusion®HF Buffer) para uma concentracéo final de 1X, 1L de
dNTPs (10mM) para uma concentracdo final de 200uM (cada nucleétido - dATP,
dTTP, dCTP e dGTP), primers (INS5F e 1NS5R) para uma concentracdo final de
0,51M, polimerase Phusion® para uma concentracéo final de 0,02U/uL, o DNA matriz
contido em 5ul das misturas de RT preparadas como descrito em 2.6. e, finalmente,
agua livre de nucleases para um volume final de reac¢do de 50upL. Para a segunda
reaccdo de PCR procedeu-se de forma andloga, usando 2uL do produto de PCR da
primeira reac¢do diluido 1:10, e o par de primers interno, 2NS5F e 2NS5R. Todas as
reaccOes de amplificacdo descritas neste trabalho foram realizadas nos termocicladores
myCycler (Bio-Rad, EUA) ou iCycler (Bio-Rad, EUA). As condi¢bes de amplificagdo
de ambas as etapas de PCR, encontram-se descritas na tabela 2.3.

Foi seleccionado o sistema Phusion® (High-Fidelity DNA Polymerase,
Finnzymes, Finlandia) para amplificacGes sucessivas do genoma viral porque a
polimerase em questdo apresenta uma elevada fidelidade (taxa de erro calculada, nas
condicdes de reaccéo utilizadas de 4.4x107), ou seja, cerca de 50 vezes inferior & taxa
de erros introduzidos pela polimerase mais comumente utilizada (vulgarmente
conhecida como Tagq polimerase). A enzima Phusion® tem actividade de polimerase no
sentido 5°-3’ e exonuclease no sentido 3’-5’, motivo pelo qual era adicionada por Gltimo
a misturas de reac¢do, tendo em conta que, na auséncia de dNTPs, poderia desintegrar
os primers. Os amplicBes (produtos de PCR) gerados, possuiam extremidades cegas,

facilitando a sua clonagem directa no vector pJET1.2/blunt (ver sec¢éo 2.7.).

Tabela 2.3.Condi¢des de amplificagdo utilizadas na amplificagdo do fragmento “Vazquez”.

Perfil da primeira amplificacéo Perfil da segunda amplificacéo
Temperatura NUumero de | Temperatura Numero de
Etapa Tempo . Tempo .
(°C) ciclos (°C) ciclos
Desnaturagdo 08 5° 1 08 5° 1
inicial
Desnaturacéo 98 1’ 98 r
Hibridagdo 50 & 40 50 3 40
dos primers
Extenséo 72 I 72 1
Extenséo final 72 10° 1 72 10° 1
Manutencéao 4 o0 1 4 o0 1
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Tabela 2.4. Perfis térmicos para a amplificacdo de segmentos do genoma do OCFVp,.

Etapa Temperatura (°C) Tempo Numero de ciclos
Desnaturacéo inicial 98 307 1
Desnaturacéo 98 5-10°¢
Hibridacéo dos primers A,BouC 10-30” 25-35
Extensédo 72 15-30"’/ 1Kb
Extenséo final 72 5-10° 1
Manutencao 4 o0 1

A — Website recomendado pelo fabricante para determinacdo das condicfes da reac¢do de PCR,
www.finnzymes.com, nomeadamente, a Tm dos primers.

B —Se primers < 20 nt, usar temperatura de hibrida¢do do primer com menor Tm.

C — Se primers > 20 nt, usar Tm + 3°C do primer com menor Tm.

Para obter seccGes do genoma viral sob a forma de fragmentos de DNA
amplificados por PCR, foram utilizados os primers listados na tabela 2.1. e seguiram-se
as condic¢des de reaccao e protocolos de amplificacdo cujos perfis térmicos sdo 0s acima
descritos (Tabela 2.4.). Todos os produtos amplificados foram visualizados sob luz UV,
apos terem sido separados por electroforese num gel de agarose a 0,7-1% (em tampéo
TAE 0,5X, na presenca de 0,5ug/ml de brometo etideo; TAE: 40 mM Tris-Acetato,
1mM EDTA, pH=8.0). Os respectivos tamanhos foram estimados a partir da migragao
relativa de moléculas lineares a variar de 100 pares de bases (bp, do inglés base-pairs),
contidas num marcador de peso molecular (GeneRuler™100bp DNA LadderPlus,
Fermentas, Lituania).

Uma vez obtidos, os produtos de PCR foram sequenciados apo6s i) purificacdo
directa a partir da mistura de reaccdo, ii) separacdo por electroforese em gel de agarose

seguida da sua purificacdo, ou iii) estabilizacdo num vector de clonagem.

2.8. Cinetica de replicagdo viral

Esta metodologia permitiu avaliar o tempo que decorre desde a infeccdo das
células C6/36 com o virus OCFVp, até a libertacdo de particulas virais para o exterior
das células infectadas, a priori indirectamente detectadas através da amplificacdo de

sequéncias virais por RT-PCR a partir de RNA total extraido de aliquotas de
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sobrenadante de culturas, assim como dos correspondentes extractos citoplasmaticos,
colhidos a diferentes tempos apds a infecgdo. Durante este procedimento, as células
foram observadas por microscopia Optica, e os efeitos citopaticos registados em
fotografias digitais.

Numa placa para cultura celular, contendo de 12 pocgos preenchidos com
monocamadas semi-confluentes de células C6/36 (preparadas como descrito em 2.1.)
foram infectadas, ou ndo (mock-infected - a suspenséo viral sido substituida por solucéo
tamponada), com pequenos volumes (500ulL) de suspensdo de OCFVp. Ap6s 1h de
contacto entre as C6/36 e o virus para permitir a adsorcdo destes as células, estas foram
submetidas a 2 lavagens com meio de cultura para remocdao da suspensdo viral. Ao final
de 1h (considerado o tempo zero, t=0h), foram removidos, para 2 tubos de 2 mL, o
sobrenadante e as células (apds raspagem com auxilio de um émbolo de seringa), tendo-
se procedido da mesma forma com as células ndo-infectadas. Esta etapa repetiu-se em
intervalos de 24h ao longo de 5 dias, obtendo-se 12 amostras: 6 de suspensdes celulares
(C) e 6 de sobrenadantes das culturas celulares (S) devidamente identificadas com o0s
tempos de recolha (t=0, t=24, t=48, t=72, t=96, t=120). As células ndo-infectadas foram
designadas com a mesma série de letras (C ou S) e tempos de recolha, mas
discriminadas com o sinal (-).

Os RNAs virais e celulares foram extraidos com o sistema comercial INSTANT
VirusRNA Kit (Analytik Jena, Alemanha), seguindo as instru¢fes do fabricante. Estes
sistemas contém colunas com filtros/matrizes para adsorver os acidos nucleicos, de
forma analoga a sistemas comerciais ja reportados. Brevemente, para extraccdo do RNA
viral presente nas células, estas foram inicialmente sedimentadas por centrifugacao
durante 10min. a 5.000g. Removido o sobrenadante, adicionaram-se 450uL de solugéo
de lise (Lysis Solution RL), ressuspendeu-se o sedimento celular pipetando “para-cima-
e-para-baixo” varias vezes, e transferiu-se a mistura para novo tubo onde esta foi
vigorosamente agitada em vortex durante 10seg. A suspensdo foi mantida 15 min. a
T.A. com 3 ressuspensdes intervalares (vortex), seguida por centrifugacdo ligeira para
recuperacdo do lizado presente na tampa do tubo. Adicionados 450uL de solugdo de
ligacdo do RNA a uma matriz (Binding Solution RBS), misturou-se da mesma forma
(pipetando e com agitacdo vigorosa em vortex) até obter uma solu¢gdo homogénea. Da
mistura foram transferidos 650uL para colunas (Spin Filter) inseridas em tubos
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colectores (2mL), sendo depois sujeitos a uma centrifugacdo de 1min. a 10.000g. Este
passo foi repetido para fazer passar pela coluna todo o volume de amostra contendo
RNA. Renovado o tubo colector, adicionaram-se 500uL de solucdo de lavagem
(Washing Solution HS) e centrifugou-se como no passo anterior. Com novo tubo
colector na coluna, foram adicionados 650pL de solucdo de lavagem (Washing Solution
LS) centrifugando-se de igual modo. Repetiu-se a centrifugacdo durante 2min. a igual
aceleracdo para remocdo total dos vestigios de etanol. Transferida a coluna para um
novo tubo, a eluicdo foi levada a cabo adicionando 30uL de &gua livre de RNases
seguida de 2min. de incubagdo. O RNA foi, finalmente, colhido por centrifugacdo
(Imin. a 6.000g). As amostras de RNA foram conservadas a -80°C até futura utilizacao.
A extraccdo de RNA viral dos sobrenadantes de cultura prosseguiu de forma analoga,
excepto nas primeiras etapas onde foram utilizados 150uL de sobrenadante de cultura,
aos quais se adicionou igual volume de solucéo de lise (Lysis Solution RL). Repetidos os
passos de agitacdo vigorosa, foram adicionados 600uL de Binding Solution RBS (e ndo
450uL). Etapas seguintes do protocolo foram as mesmas que as aplicadas para remocéo
do RNA viral das células.

A deteccdo de sequéncias virais foi levada a cabo através da sua amplificacdo
por RT-PCR usando o par de primers AcFV11F e AcFV12R (ver Tabela 2.1.) e as
condigcdes de reaccdo definidas em 2.7. (tabela 2.4.). O produtos de PCR foram

analisados apos electroforese em gel de agarose tal como descrito anteriormente.

2.9. RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends): amplificacdo rapida dos extremos
das moléculas de cDNA

As tentativas de determinacdo de sequéncias de cDNA correspondentes ao
extremos 5’ e 3’ do genoma viral foram realizadas utilizando o sistema RevertAidTM H
Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas, Lituania) e aplicando, entre outros,
um protocolo de RACE que resultou de adaptacgdes relativamente as propostas por Li et
al., (2005) e Tillet et al., (2000). Para a analise do extremo 5°, a SulL de extracto
contendo RNA viral acrescentou-se 20pmol de primer SP51 (para inicio da transcri¢do
reversa) e S5uL de agua tratada com DEPC. A remocdo da estrutura secundaria do RNA
e hibridacdo do primer decorreu com gradientes de temperatura (tal como descrito por
Tillet et al., 2000) [70°C 2° 1X (2 minutos, um ciclo), 65°C 1’ 1X, 60°C 1’ 1X, 55°C 1°
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1X, 50°C I’ 1X e 45°C 1’ 1X], até adi¢do da mistura de reac¢do que continha a
transcriptase reversa (discriminado em 2.5.). Ap0s a transcricdo reversa do RNA este foi
removido por adicdo de 2U de RNase H (Promega, Madison, EUA) ao volume total de
cDNA-5" (20uL), seguido de incubacao de 20min. a 37°C. Esta endonuclease hidrolisa
as cadeias de RNA nos hibridos RNA/DNA, mas ndo degrada o DNA de cadeia
simples.

Tabela 2.5. Perfis térmicos utilizados nas experiéncias de sintese de cDNA associados aos protocolos de
RACE.

Etapa Temperatura (C°) Tempo (min.) NuUmero de Ciclos
42 53’ 1
- 50 Iy 5
Retrotranscricéo 53 1’ 1
56 Iy 1
Inactivacdo da RT 70 5’ 1
Manutencéo 4 ) 1

Para ligacdo do adaptador DT88 a extremidade do cDNA sintetizado recorreu-se a um
enzima, a ligase de RNA do fago T4 (vulgarmente designada T4 RNA ligase; Promega,
Madison, EUA), a qual catalisa a formacéo da ligacdo fosfodiester entre extremidades
3’-OH e 5’-PO4 de RNA ou DNA de cadeia simples. Por sua vez, o adaptador DT88 ¢
um primer que na extremidade 5’ contem um grupo fosfato e no extremo 3’ possui uma
modificacdo (Spacer C3) que impede a sua auto-ligacdo pela T4 RNA ligase. Este
adaptador serve de molde para futuras amplificacdes por PCR, usando um primer com
sequéncia complementar ao mesmo, e designado DT89. A reaccdo de ligagdo do
adaptador decorreu, preparando-se uma mistura de ligacdo contendo 10uL de cDNA,
tampdo de reaccdo 10X concentrado, (para uma concentracdo final de 1X),
polietilenoglicol (PEG) 8000 (25% final), T4 RNA ligase (0,5U/uL final), 40pmol do
adaptador DT88 e agua livre de nucleases para um volume final de 40uL (Tillet et al.,
2000). A reaccdo decorreu por um periodo de 16h (no minimo) a 22°C.

Recorreu-se as abordagens de touchdown-PCR e heminested-PCR para
amplificagdo da matriz cDNA-5/DT88. Numa primeira reac¢do de amplificagdo foram
utilizados 2puL de cDNA-5’/DT88 diluidos 1:10 na mistura de reac¢do indicada e
25pmol de cada um dos primers, SP52 e DT89 (McGrath, 2011) respectivamente,
perfazendo-se um volume final de 25uL com &gua livre de nucleases. Para a segunda
reaccdo de amplificacdo, o produto de PCR da primeira foi diluido 1:50, do qual se
utilizou 1L numa mistura de reac¢do contendo 50pmol de cada primer (SP53 e DT89)
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e agua livre de nucleases para perfazer um volume de 20uL. As condicGes de
amplificagéo séo apresentadas na tabela 2.6.

Tabela 2.6. CondicBes de amplificacdo utilizadas para obter a amplificacdo das regiGes do genoma viral

que codificam as proteinas C e prM do genoma viral.

Perfil da primeira amplifica¢do (SP52+DT89) Perfil da segunda amplificagéo (SP53+DT89)
Etapa Temperatura Tempo Numero de Temperatura Tempo Ndmero de
(°C) ciclos (°C) ciclos
Desnaturagao 98 30" 1 98 5 1
inicial
Desnaturagéo 98 15” 98 157
Hibridagdo dos g5 1y/ciclo 307 7 65 (-1)/ciclo 307 5
primers
Extenséo 72 50" 72 50"
Desnaturagéo 98 15> 98 15>
Hibridagdo dos 58 307 30 60 30 30
primers
Extensdo 72 507 72 50
Extens&o final 72 5 1 72 5 1
Manutencao 4 0 1 4 0 1

Na tentativa de obter um fragmentos referentes ao extremo 3’ do RNA viral, o
procedimento utilizado foi iniciado com a ligacdo do adaptador DT88 directamente ao
RNA viral. Assim, preparou-se uma mistura de reac¢do contendo 5uL de extracto de
RNA, 20pmol de DT88, tampéo de reaccdo (1X final), 20U de T4 RNA ligase e 4gua
livre de nucleases para um volume final de 20uL. Esta mistura foi colocada 1h a 37°C
de forma a permitir a ligagdo de DT88 aos extremos 3’ das moléculas de RNA. Para
sintese de cDNA utilizou-se o sistema RevertAid™ H Minus First Strand cDNA
Synthesis Kit (Fermentas, Lituania) usando 2uL de RNA/DT88 e 20pmol de DT89. O
procedimento utilizado foi semelhante ao descrito em 2.5, mas como nao foram
utilizados hexameros aleatérios, e sim um primer especifico (DT89), ndo se aplicou 0
passo de hibridacdo dos primers a 25°C. Prosseguiu-se com a remog¢do das cadeias
matriz de RNA, tal como descrito acima.

Nas tentativas de amplificagdo do extremo 3’ do genoma viral, foram igualmente
realizados procedimentos de touchdown-PCR e heminested-PCR, com diferengas nas
condigdes de amplificacdo referidas na tabela 2.7. Na primeira reaccdo de PCR foram
utilizados 2uL de cDNA diluidos 1:10, e 50pmol de cada um dos primers, AcFV23F
(Tabela 2.1.) e DT89, adicionando-se agua livre de nucleases para um volume final de
25uL. Para a segunda reaccdo de amplificagdo, o produto de PCR da primeira foi
diluido 1:50, do qual se utilizou 1uL numa segunda reac¢do de amplificacdo (volume
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final de reaccdo de 20upL) contendo 50pmol de cada primer, AcFV24F e DT89. As
condicGes de reaccdo utilizadas foram idénticas as da primeira reac¢do de amplificagcdo
(Tabela 2.7).

Tabela 2.7. Perfis térmicos da primeira (AcFV23F+DT89) e segunda (AcFV24F+DT89) amplificaces
por PCR utilizados na tentativa de obter fragmentos do extremo 3’ do genoma viral.

Etapa Temperatura (°C) Tempo Numero de ciclos
Desnaturacéo inicial 98 307 1
Desnaturacéo 98 15>
Hibridacdo dos primers 65 (-1)/ciclo 30” 5
Extenséo 72 507
Desnaturacao 98 15>
Hibridacéo dos primers 60 307 30
Extenséo 72 50’
Extensao final 72 5 1
Manutencao 4 ) 1

Entretanto, uma publicagéo recente, descrevendo a sequéncia do genoma de um
flavivirus isolado de Oc. caspius (HANKV; Huhtamo et al., 2012), permitiu a
amplificacdo completa da regido UTR-5 usando a combinagdo do primer (HANKS5F,
tabela 2.1), desenhado a partir da sequéncia deste virus (nimero de acesso JQ268258),

com o primer reverso SP53 (Tabela 2.1).

2.10. Clonagem de produtos de PCR no vector plasmidico pJET1.2/blunt

(Fermentas, Lituania)
2.10.1. Caracterizacao do vector plasmidico

Fragmentos de PCR, correspondendo aos produtos de amplificacdo das varias
regibes do genoma do virus, foram clonados num vector plasmidico designado
pJET™1.2/blunt que integra o sistema comercial CloneJET™ PCR Cloning Kit
(Fermentas, Lituania). O vector pJET™1.2/blunt é obtido comercialmente sob a forma
de moléculas lineares com extremidade cegas e fosforiladas em 5°, as quais podem ser
directamente ligados produtos de PCR com extremidades igualmente cegas. O
pJET™1.2/blunt contém um gene dito “letal”, o qual ¢ interrompido ap6s a ligacdo do
inserto de DNA. Quando recircularizado, sem inserto, a presenca deste vector conduz a

expressdo de uma enzima de restricdo que ndo permite a sua propagacdo em células
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bacterianas. Como resultado, apenas clones recombinantes que contenham inserto
deverdo surgir apos transformacdo de uma suspensdo de células competentes com
misturas de ligacdo contendo moléculas de DNA recombiantes. O gene bla, que
codifica a enzima P-lactamase (confere resisténcia a ampicilina), também se encontra
localizado neste plasmideo, permitindo a selec¢do de clones bacterianos. O mapa com
caracteristicas do vector e locais reconhecidos por vérias enzimas de restri¢do

encontram-se esquematizados na Figura 2.1.

IET1.2 forward sequencing primer, 23-mer

7 transcription stert Ecog2l

TF promoter — Notl Bgll Kpn2l
5/ GGC GTA ATA CGA CTC ACT ATA GGE 2ca GCG GCC GCC AGA TCT TCC GGA TG
3’ cce CAT TAT GCT GAG TGA TAT cCC TcT CGC CGG CGG TCT AGA AGG CCT AC
Ma Tyr Tyr Ser Glu Ser Tyr Pro Ser Arg Gly Gly Ser Arg Gly Ser Pro

Ecosdl
Xhol

!'{I 17‘1 Xbal Balll

PspXl
G CTC GAG TTT TTC AGC AAG ATIITEITNA TCT TTC TAG AAG ATC TCC
C GAG CTC ARA AAG TCG TTC TA T AGA RAG ATC TTC TAG AGG
Glu Llew Lys Glu Ala Leu Arg  Glu Lew Lew Asp Gly
Bigl
Eco130]
Neol Boulsl 42
TAC AAT ATT CTC AGC TGC CAT GGA AAA TCG ATG r7C 77¢ T 3’
ATG TTA TAA GAG TCG ACG GTA CCT TTT AGC TAc a
Val lle Asn Glu Ala Ala Met Ser Phe Arg His Glu Glu

Neol
Bsu15l

PJET1.2 reverse sequencing primer, 24-mer

Figura 2.1. Mapa do vector pJET™1.2/blunt de clonagem e respectivos MCS (Multiple Cloning Sites)
(adaptagio de www.fermentas.com/templates/ files/tiny_mce/ coa_pdf/ coa _ k1231.pdf). A esquerda é
colocada em evidéncia parte da sequéncia do vector, correspondendo aos locais reconhecidos por
endoncleases de restri¢do do tipo Il nos respectivos MCS.

2.10.2. Ligacéo de moléculas de DNA a um vector plasmidico

Para obter clones de Escherichia coli contendo plasmideos recombinantes, os
fragmentos de DNA viral amplificados por PCR foram inseridos no vector pJET™
1.2/blunt respeitando o protocolo disponibilizado pelo fabricante. Muito sucintamente,
preparam-se reac¢des de ligagdo (volume final 20ul) contendo solucdo tampdo (1X
final), plasmideo (0.05pmol final), e T4 DNA ligase (0,25U/uL final), sendo utilizados
5uL dos produtos de PCR (sem purificacdo dos produtos nelas contidos, uma vez que,
na maioria dos casos, a clonagem foi alternativa para pouca quantidade de amplicdo
obtida e processos de purificacdo resultavam em perdas muito significativas). O periodo

de incubacdo da mistura de ligacao foi sempre superior ou igual a 30 minutos a T.A.
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2.11. Preparacdo de células competentes de E. coli e sua transformacédo por

“choque térmico”

A preparagdo de células competentes foi feita com base no protocolo descrito
por Chung et al. (1989). Brevemente, 300uL de uma cultura saturada (~16-20h de
incubagdo a 37°C com agitagdo) de E. coli NovaBlue (Merck KGaA, Darmstadt,
Alemanha), preparada em meio LB (Luria Bertani; Sambrook et al., 1989) na presenca
de tetraciclina (12,5pug/mL), foram utilizados para inocular 15mL do mesmo meio de
cultura. O crescimento celular (nas condi¢des acima descritas) foi permitido até que a
densidade dptica deste nova cultura bacteriana (avaliada por leituras a 600nm) igualasse
0,3-0,5. As células foram recolhidas por centrifugacdo a 6.000g durante 10min. a 4°C,
tendo-se desprezado o sobrenadante e ressuspendido o sedimento celular em 500uL de
TSS (Transformation and Storage Solution) frio. As misturas de ligacéo (obtidas como
descrito acima) foram utilizadas para transformar as células competentes. Para o efeito,
foram adicionados 200uL das células suspensas em TSS a SuL da mistura de ligagdo em
tubos de 1,5mL previamente arrefecidos no gelo. Apds agitacdo suave, a mistura foi
incubada no gelo durante 1h. As células foram, entdo, submetidas a um choque térmico
durante 45seg. a 42°C, seguido por um repouso de 5min. no gelo e posterior adi¢do de
800uL de SOC (Super Optimal broth with Catabolite repression; Sambrooket al.,
1989). Ap6s uma hora de incubacdo a 37°C com agitacdo suave, distribuiram-se por
espalhamento em meio so6lido, séries de 200uL da suspensdo bacteriana (com e sem
diluicdo em LB) em caixas de petri contendo meio LB suplementado com ampicilina
(100pg/mL) para selec¢do dos eventuais clones recombinantes. As culturas foram

incubadas numa estufa a 37°C, durante a noite.
2.12. Extraccdo, em pequena escala (Minipreparation), do DNA plasmidico por lise
alcalina (Sambrook et al., 1989)

A extraccdo de DNA plasmidico em pequena escala foi executada através da lise

alcalina de suspensdes bacterianas. Coldnias bacterianas correspondendo a possiveis
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clones recombinantes foram repicadas, com o auxilio de um palito estéril, para tubos de
15mL contendo 3mL de meio LB liquido suplementado com ampicilina (100pug/ml).
Estes foram mantidos durante a noite a 37°C, com agitacdo (220rpm), até a obtencédo de
uma cultura bacteriana saturada. Posteriormente, centrifugou-se 2mL da mesma a
15.700g durante 1min., tendo o sedimento celular sido recuperado, ap6s decantacdo do
sobrenadante. As células foram, posteriormente, ressuspendidas em 250uL de TEG
(25mM Tris-HCI pH 8,0, ImM EDTA, 1% glucose). As suspensdes assim obtidas
adicionaram-se 250uL de solug¢do de lise (0,2M NaOH, 1,5% SDS), tendo esta sido
promovida por agitacdo suave. As suspensdes bacterianas lizadas, de aspecto viscoso e
transparente, foram adicionados 250ul de acetato de potassio 3M (pH=5,4). De
imediato procedeu-se a sua agitacao por 3 inversdes sucessivas seguida de centrifugacéao
a 15.700g durante 15min. O sobrenadante foi transferido para novos tubos de 1,5mL ao
qual se adicionou igual volume de isopropanol (aproximadamente 750uL),
homogeneizando-se a mistura por inversdo suave. Os &cidos nucleicos precipitados
foram, em seguida, colhidos por centrifugacdo a 15.700g durante 30min. O sedimento
de 4cidos nucleicos foi lavado com 250uL de etanol (EtOH) a 70%, centrifugado nas
mesmas condi¢fes com reducdo de tempo para 5min. De seguida, assegurou-se a total
remoc¢do de etanol, secando sob vacuo durante 5min. Por fim, o sedimento seco foi
ressuspendido em 30uL de TE (IM Tris-HCI pH=8,0, 0,5M EDTA) com 100pg/ml
RNase e incubado a 37°C, em banho-maria, durante 30min. (para permitir uma eficiente
degradacdo do RNA presente).

Para identificagio das moléculas de DNA plasmidico potencialmente
recombinantes foi analisada a sua migracédo por electroforese, num gel de agarose a 1%
na presenca de 0,5ug/mL de brometo de etideo, em tampdo TAE (como anteriormente
descrito), 2uLL dos diferentes extractos de DNA plasmidico. Observou-se, depois hum
transiluminador sob luz UV, a diferenca no padrdo de migracdo destas moléculas

comparativamente & de um plasmideo de referéncia com aproximadamente 2.9kpb.

2.13. Hidrolise de DNA plasmidico com endonucleases de restri¢ao

A estrutura das moléculas de DNA recombinante construidas foi, na maioria dos
casos, confirmada pela sua clivagem enziméatica com uma endonuclease de restri¢éo.

Para o efeito, foram preparadas misturas de reac¢do com 1-3ul dos extractos contendo
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DNA plasmidico (consoante a quantidade de DNA plasmidico observada apo6s
electroforese), SU de enzima de restri¢ao (0,25U/uL final), 2ul. de tampao apropriada
(1X final), e 4gua para um volume total de 20uL. As reacgdes de clivagem decorreram
num banho-maria a 37°C por um periodo de 2h (aproximadamente) ou em estufa a 37°C
durante a noite. Uma vez terminada, os produtos resultantes foram visualizados sob luz
UV apds terem sido separados por electroforese em gel de agarose a 1% (ver sec¢Bes
anteriores). O tamanho dos fragmentos obtidos foi estimado a partir da migragéo
relativa de um marcador de peso molecular de moléculas lineares a variar de 100bp
(GeneRuler™100bp DNA LadderPlus, Fermentas, Lituania).

2.14. Rastreio (screening) de clones de DNA plasmidico recombinante

Se ap6s a separacdo por electroforese das moléculas de DNA plasmidico
derivado de pJET™1.2/blunt eram observadas moléculas de DNA plasmidico com
migracdo retardada relativamente a moléculas sem inserto (fragmento de DNA inserido
no vector pJET), a validacdo da presenca destes Gltimos, para além de confirmada pela
andlise de perfis de restricdo (descrito em maior detalhe na seccdo 2.12), foi ainda
verificada por PCR, utilizando os primers pJETF e pJETR (Fermentas, Vilnius,
Lituania) e o sistema puReTaq Ready-To-Go PCR Beads (GE Healthcare, Reino
Unido).

2.15. Purificacdo de DNA plasmidico

Para purificacdo do DNA extraido por lise alcalina, foi adicionado 1 volume
(vol) de LiCl (10M) a cada volume de solucdo contendo as moléculas de DNA, seguido
por ligeira agitacdo em vortex, e incubacdo durante 15min. a -20°C. A mistura foi,
depois, centrifugada 15min. a 15.700g tendo-se transferido, cuidadosamente, o
sobrenadante para novos tubos. Adicionados 3 volumes de etanol absoluto frio e 1uL de
glicogénio concentrado a 20mg/mL, o DNA foi precipitado durante incubagéo de 1h a -
80°C (ou durante a noite a -20°C) e, em seguida, recolhido por centrifugacdo durante
30min. a 15.700g. Desprezado o sobrenadante, adicionaram-se 500uL de EtOH a 70%
seguido de agitacdo em vortex e colheu-se 0 DNA por centrifugacdo 5min. a 15.700g.

Removido o sobrenadante, secou-se o sedimento em vacuo durante 10min. O DNA
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plasmidico foi, finalmente, ressuspendido em 20-30uL de Tris 10mM, pH=7.3. O
rendimento do procedimento de purificagdo foi verificado através da anédlise, por

electroforese em gel de agarose, do DNA contido em 1ul de extracto purificado.

2.16. Purificacao de moléculas de DNA amplificadas por PCR

Os amplicdes obtidos por PCR foram purificados mediante a utilizacdo de uma
de trés estratégias possiveis, e que incluiram a utilizacdo de dois sistemas comerciais,
DNA Clean & Concentrator™ -5 (Zymo Research, EUA) e Zymoclean™ Gel DNA
Recovery Kit (Zymo Research, EUA), ou a sua precipitacdo com acetado de sodio (3M)
e glicogénio (tal como descrito em 2.14 para a purificacdo de moléculas de DNA
plasmidico). A decisdo de qual das estratégias a utilizar foi dependente da
disponibilidade de sistemas comerciais no laboratorio, a data da realizagdo das
purificacdes pretendidas.

As purificagdes com recurso aos sistemas comerciais seguiram o0s protocolos
sugeridos pelo fabricante. Em termos gerais, com o kit DNA Clean & Concentrator ™ -5
(Zymo Research, EUA) foi utilizada uma solugdo tamponada para ligacdo das moléculas
de DNA a uma coluna (Binding Buffer) numa razéo de 5:1 de tampé&o:produto de PCR.
As colunas foram submetidas a duas lavagens (Wash Buffer), forcando a passagem de
uma solugdo tamponada por centrifugacdo (30seg. a 10.5009). A recuperacédo do DNA
purificado fez-se por adicdo de 6pL de agua pré-aquecida (60-70°C) a coluna, seguida
de centrifugacdo (30seg. a 10.5009).

Em alternativa, as moléculas de DNA foram purificadas directamente a partir de
um gel de agarose, recorrendo-se ao sistema Zymo clean TM Gel DNA Recovery Kit
(Zymo Research, EUA) que, muito sucintamente, implica, ap6s excisdo do fragmento de
DNA do gel de agarose, a sua dissolugdo num tampdo adequado (ADB, Agarose
Dissolving Buffer) a 55°C durante 10 minutos. A mistura foi transferida para uma
coluna (Zymo-Spin™Column) onde o DNA foi adsorvido durante uma breve
centrifugacdo (30seg. a 10.5009), seguido por duas lavagens sucessivas da mesma para
remocdo de moléculas a ela ligadas de forma inespecifica. O DNA foi eluido das
colunas por adigdo as mesmas de 6uL de agua pré-aquecida (60-70°C) seguida de

centrifugacgéo (1 min. a 10.5009).
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O rendimento da purificagdo/precipitagéo foi depois, verificado, aplicando 1uL
das solugdes de DNA num gel de agarose a 1%. A electroforese/visualizacdo do DNA

extraido decorreu tal como anteriormente descrito.

2.17. Sequenciacdo de DNA

A metodologia de sequenciacdo foi efectuada enquanto um servico requisitado
externamente a uma empresa de biotecnologia, a STABVIDA. O método utilizado pela
empresa € baseado na técnica de terminagdo da polimerizacdo em cadeia com didesoxi-
ribonucle6tidos, inicialmente descrita por Sanger et al., 1977, incorporada num
protocolo de sequenciacdo automatica. A sequenciacdo dos fragmentos de DNA
purificados, foi realizada em ambos os sentidos, e para o efeito, foram usados, como
iniciadores, os primers utilizados nas reac¢fes de PCR. As moléculas de DNA
plasmidico recombinante, contendo fragmentos de PCR clonados, foram sequenciadas,
em ambas as cadeias, com recurso aos primers pJET1.2F e pJET1.2R (Fig. 2.1) cuja
sequéncia é complementar das sequéncias que flanqueiam o local de clonagem multipla
do vector plasmidico utilizado. Os cromatogramas relativos as diferentes reaccdes de
sequenciacdo foram, a posteriori, analisados e editados por recurso, sobretudo a
aplicacdo informética BioEdit Sequence Alignment Editor, versdo 7.0.5.3. (Hall, 1999).

2.18. Analise de sequéncias nucleotidicas e aminoacidicas

A construcdo de um contig Unico a partir das sequéncias parcelares
correspondentes a fragmentos sobreponiveis do genoma do OCFVp; (correspondendo a
sequencia quase total do genoma viral) foi produzida utilizando a ferramenta CAP
(Contig Assemply Program Manager) do software BioEdit Sequence Alignment Editor,
versdo 7.0.5.3. (Hall, 1999). Para a procura de semelhancas entre sequéncias
nucleotidicas e aminoacidicas e outras previamente depositadas em bases de dados de
acesso publico, recorreu-se ao motor de busca do servidor do NCBI (Nacional Center
for Biotechnology Information), e aos algoritmos BLASTx e BLASTn
(http:blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi.). Para comparagdes aos pares de sequéncias

amino-acidicas de algumas proteinas (E, NS3, NS5 e ORF) do OCFVp; utilizou-se
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igualmente o software de bioinformatica BioEdit Sequence Alignment Editor, verséo
7.0.5.3. (Hall, 1999).

As relacdes filogenéticas entre sequéncias virais foram inferidas a partir do

alinhamento multiplo de sequéncias de nucle6tidos construido com a ferramenta
MAFFT vs.6 (mantendo cuidadosamente, o alinhamento de coddes) e usando o modelo
evolutivo indicado pela aplicagdo jModeltest (Posada, 2008), definidas pelo critério de
exclusdao de Aikaike (GTR+I+I") e utilizado uma abordagem Bayesiana. A construgao
de arvores filogenéticas foi efectuada por utilizacdo dos programas MrBayes v3.04b
(Ronquist and Huelsenbeck, 2003) tendo sido efectuadas 20x10° geracdes, priors
definidos por defeito. As relacGes filogenéticas também se inferiram a partir de
sequéncias amino-acidicas, cujos alinhamentos foram obtidos com o programa
MUSCLE (Edgar, 2004). Os alinhamentos foram optimizados com GBlocks (Catresana,
2000) para remocdo de regides altamente variaveis durante o alinhamento, cuja
homologia parecia duvidosa. A diversidade genética entre as sequéncias proteicas foi
calculada usando o0 MEGA 5.01 (correc¢bes com o Modelo de Poison). As sequéncias
de flavivirus usadas como referéncia nas diferentes analises filogenéticas efectuadas sao
as listadas na tabela do anexo I.
Os perfis de hidropatia foram criados com o software Gene Runner 3.05 (disponivel
para download em http://www.generunner.net/) usando a escala de hidropatia Kyte-
Doolite (Kyte e Doolittle, 1982) e uma janela de 10 residuos amino-acidicos. Os
motivos proteicos foram identificados usando as bases de dados Pfam e Prosite
(http://www.genome.jp/tools/motif/) e a procura dos dominios conservados decorreu na
Web CD-search (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/Structure/bwrpsb/bwrpsb.cgi).
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3. RESULTADOS
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3. RESULTADOS

3.1. Confirmacédo da identificagdo de mosquitos por analise de sequéncias parciais
do gene COI

Pequenas sequéncias da regido codificante da proteina NS5 de flavivirus foram
inicialmente detectadas por nested RT-PCR usando os pares de primers Flavil*/Flavi2*
(na 12 PCR) e Flavi2*/Flavi3* (na 22 PCR), tal como descrito por Parreira et al. (2012),
e RNA purificado de 5 macerados (com o cddigo de laboratorio 174, 207, 220, 350 e
595) compostos por conjuntos fémeas de mosquitos (Costa, 2011). Estes mosquitos
foram inicialmente classificados como Aedes (Ochlerotatus) caspius (doravante
designados Oc. caspius) com base na andlise de caracteres morfologicos usando, para
tal, chaves dicotdmicas descritas por Ribeiro e Ramos (1999), e considerando os taxa
europeus referidos por Ramsdale e Snow (1999). A confirmacdo desta classificacao foi
feita recorrendo a uma abordagem molecular, que pressup6s a amplificacdo e analise de
parte da sequéncia codificante da subunidade | da enzima mitocondrial citocromo
oxidase (COIl). Para tal foram utilizados os dois primers descritos por Folmer et al.
(1994) e as condicGes de reaccdo propostas por Cook et al. (2009), como descrito no
capitulo anterior (seccao 2.3).

A classificacdo taxondmica dos mosquitos analisados foi, entdo, confirmada
através da pesquisa, nas bases de dados, de sequéncias homdlogas relativamente a
obtida (designada contig COIl #174) usando BLAST. Deve salientar-se que foi apenas
tida em consideracdo a sequéncia obtida usando o extracto de DNA preparado a partir
do lisado de onde veio a ser isolado o virus que foi objecto de estudo neste trabalho (ver
seccdo 3.4 sequinte). Esta sequéncia foi, em paralelo, analisada por recurso a ferramenta
BOLD-ID, e parte dos resultados obtidos sdo apresentados na figura 3.1. Os resultados
da analise efectuada por recurso a ferramenta BLAST permitiram a identificacdo nas
bases de dados de acesso publico de inimeras sequéncias COIl amplificadas de Oc.
caspius, enquanto que a andlise efectuada no servidor BOLD-ID resultou numa
probabilidade de 98.9% de que a sequéncia analisada tivesse, de facto, sido amplificada
de Oc. caspius (Fig. 3.1). Assim, a identificagdo da espécie utilizando as referidas

abordagens confirmaram a classificacdo taxonomica inicial.
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Query: Contig COI 174 Top Hit: Arthropoda - Diptera - Ochlerotatus caspius (98.93%)
Search Result
Identification Summary : Distance Summary :
Taxonomic Taxon Probability of 99.0
Level Assignment Placement (%) -
)
Phylum Arthropoda 100 = B85
Class Insecta 100 ‘1.5 0
8.0
Order Diptera 100 B
B
Family Culicidae 100 ur!
Genus Ochlerotatus 989 97.0
Aspecies level match has been made. This identification is solid unless there is 1 12 23 34 45 56 67 78 8s 100
avery closely allied congeneric species that has notyet been analyzed. Such Similari Fthe 100 h
cases are rare. mi anty scores of the IDFI matches
Tree Based Identification
Species Page
TOP 20 Matches : Display option: | Top 20 E
. . Specimen
Phylum Class Order Family Genus Species similarity (%)
Arthropoda Insecta Diptera Culicidae Ochlerotatus caspius 9893

Figura 3.1. Identificacdo dos mosquito que compdem o macerado #174 usando a ferramenta BOLD-I1D
como Oc. caspius (98.9% de probabilidade).

3.2. Isolamento viral e anélise, por microscopia, de células C6/36 infectadas

A presenca de fragmentos de genoma de flavivirus nos macerados acima
indicados conduziu-nos a tentativa de isolamento dos mesmos usando, para tal, células
de insecto e, especificamente, a linha celular C6/36. As andlises de BLAST inicialmente
efectuadas sugeriam tratar-se de um flavivirus do tipo ISF (Costa, 2011, seccdo 3.4).
Assim, uma aliquota estéril (por passagem atraves de filtros de 0,22pm) do macerado de
mosquitos #174 (seleccionado aleatoriamente), obtida apds a sua terceira passagem cega
nestas células, foram utilizadas para inocular a linha celular C6/36, como descrito em
2.1. O efeito citopatico (CPE) observado, patente desde a primeira destas passagens,
tornou-se desde logo evidente ao fim de 24h (Fig. 3.2B), quando comparadas células
infectadas e ndo-infectadas (Fig. 3.2A). Quando comparado com os CPE resultantes da
replicacéo de outros ISF, tais como o CTFV (Parreira et al., 2012) ou o CFA (Stollar e
Thomas, 1975), aquele registado no decurso deste trabalho ndo sé diferiu, como pareceu
ser particularmente pronunciado. De facto, ao contrario do CTFV que causa CPE ligeiro
aquando da sua replicacdo em células C6/36 (essencialmente traduzido por uma
paragem do crescimento celular e ligeira agregacdo das mesmas), e do CFAV (cuja
replicacdo nestas células é acompanhada da formacéo de sincicios), as células infectadas
pelo flavivirus isolado no decurso deste trabalho rapidamente se desagregam da
monocamada que inicialmente formavam, destacando-se da estrutura solida da placa de

crescimento, tornando-se aparentemente menores e mais arredondadas (Fig. 3.2.B). Este

45



Sequenciacdo e analise do genoma de um presumivel flavivirus isolado de Aedes (Ochlerotatus) caspius

efeito foi-se tornando mais severo a medida que a replicacéo viral avangou, revelando-

se bastante evidente ao fim de 120h de incubacéo (Fig. 3.2 C).

Figura 3.2. Observagdo ao microscopio optico (ampliagdo 400X) de células C6/36 nao-infectadas (A), ou
a 24h (B) ou 120h ap6s infeccéo (C) com um flavivirus isolado de um macerado (#174) de Oc. caspius .

Contrariamente ao que se observou nas células C6/36, se sobrenadantes de
culturas infectadas fossem utilizados para infectar células Vero (linha celulares de
fibroblastos de macaco verde africano), ndo se registava, ao fim de 120h de contacto
com estas células, qualquer alteracdo morfologica que indicasse CPE, sugerindo que o
virus isolado ndo replica nestas células. Tal conclusdo foi confirmada, a posteriori,
através da tentativa, sempre sem sucesso, de amplificacdo de sequéncias deste virus
utilizando combinag@es de primers desenhados especificamente para a amplificagdo do
seu genoma (AcFV11F/AcFV12R, AcFV13F/AcFV21R, AcFV18F/AcFV15R,
AcFV19F/AcFV20R) e RNA extraido dos sobrenadantes da mesma linha celular
(Vero). Assim, a combinacdo de ambos estes resultados sugere que o virus em questdo
ndo replica em células de vertebrados (Vero), tal como esperado para um ISF.

De forma a melhor caracterizar o virus aparentemente isolado, doravante
designado OCFVp; (assumindo a designacdo anglo-saxonica de Oc. caspius flavivius
from Portugal), células C6/36 colhidas 48h apos a infeccdo foram processadas tendo em
vista a sua anélise por TEM (sec¢do 2.2 do capitulo anterior). Tal como se torna patente
quando analisamos a figura 3.3., enquanto que células C6/36 48h apos a infec¢do com
CTFV (Fig. 3.3A) ndo apresentam qualquer CPE 6bvio (ainda que sejam visiveis
virides dentro de uma enorme vesicula citoplasmatica), quando infectadas com OCFVp,
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0 nucleo das células C6/36 apresentou hiperplasia, passando a ocupar grande parte do
volume celular (Fig. 3.3B).

Figura 3.3. Anélise por TEM de sec¢es finas de células C6/36 48h apos infe¢do pelo CTFV (A) ou
OCFVp, (B-G). Em A, estdo assinaladas (quadrado a tracejado) 2 particulas virais dentro de uma vesicula
(Ves) citoplasmatica. A cromatina estd assinalada por Crom. As setas em C apontam para a dupla
membrana que constitui o invélucro nuclear. Em F, a seta fina revela a presenca de particulas no reticulo
endoplasmatico e a seta mais larga assinala uma particula viral numa vesicula citoplasmatica.
Aparentemente, o transporte do virus até a superficie celular € feito por vesiculas (assinalado por setas em
E). Os virides maduros parecem aparentar cerca de 50nm e a sua saida das células infectadas ocorrer por
gemulagdo, sugestdo indicada pelos quadrados a tracejado em G ou exocitose em E (seta no topo a
esquerda). (Cortesia do Dr. Antonio Pedro de Matos-Servigo de Anatomia Patoldgica do Hospital Curry
Cabral)

Ao mesmo tempo, verificou-se uma acumulacdo de vesiculas no espaco entre o0s dois
folhetos que formam a dupla membrana lipidica que constitui o involucro nuclear
(Figura 3.3B). Esse pormenor € claramente visivel na figura 3.3C no qual os dois
folhetos sdo indicados pelas setas. Nas imagens B, C e E é bem visivel a acumulacao
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neste espaco de vesiculas de diferentes dimensdes, assim como uma miriade de
trabéculas, indicadas em pormenor em D. Em E, para além das vesiculas acumuladas
entre os 2 folhetos do involucro nuclear, as setas indicam tanto particulas virais em
exocitose (no topo, a esquerda), como particulas virais dentro de vesiculas
citoplasmaticas (no topo ao centro). Ainda em 3.3E, o pormenor evidenciado pelo
quadrado a tracejado, sugere que particulas virais possam gemular a partir do folheto
externo do involucro nuclear. Em F, as diferentes setas mostram vesiculas
citoplasmaticas com inameros virus (seta a fino) ou apenas uma particula viral (seta a
cheio). Em G, as setas mostram, mais uma vez, vesiculas citoplasmaticas com particulas
virais. Em particular, a seta inferior mostra uma particula viral aparentemente envolvida
por um involucro, com uma nucleocapside electrodensa e com cerca de 50nm de
diametro (aproximadamente). Os pormenores, em G, referidos a tracejado, sugerem
inesperadamente, a formacdo de gémulas a partir da membrana citoplasmatica, as quais
podem indicar que esta possa estar implicada na morfogénese dos virides.
Classicamente, os flavivirus sdo descritos como virus que gemulam a partir do reticulo.
No entanto, algumas estirpes do WNV e DENV-2 também parecem gemular a partir dos
dois locais (Lee e Ng, 2004; Hase et al., 1987; Ng et al., 1994, 2001).

Embora, e de uma perspectiva formal, os efeitos citopaticos observados nédo
possam ser indubitavelmente atribuidos a replicacdo exclusiva do OCFVpy, para além do
que cremos tratar-se de um flavivirus, nenhum outro virus com uma morfologia e/ou
tamanho diferente do anteriormente descrito foi revelado pela analise das
microfotografias obtidas. Porém a observacdo de hipertrofia nuclear acentuada é
comummente observada em células infectadas por densovirus, o0s quais sdo
frequentemente isolados de mosquitos (Barreau et al., 1996; Jousset et al., 2000; van
Munster et al., 2003). Embora os agregados paracristalinos de densovirus ndo tenham
sido observados no interior do nlcleo das células C6/36 infectadas, para confirmar o seu
eventual co-isolamento juntamente com o OCFVp;, foi avaliada a presenca dos
primeiros nos sobrenadantes e sedimentos celulares de C6/36 infectadas com OCFVpy
usando primers e condicOes de amplificagdo como descrito por Zhai et al., (2008). O
rastreio efectuado revelou-se negativo para sequéncias especificas de densovirus usando
como matriz 0 DNA extraido dos sobrenadantes das culturas infectadas. Contudo, 0

DNA extraido dos mesmos sedimentos celulares revelou a presenca de sequéncias de
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um destes virus, designado AaPV (NC_004285). Este é um parvovirus que infecta de
forma persistente clones da linhas celular utilizada, (Boublik et al.,1994; Jousset et al.,
1993). Assim confirmou-se que o CPE pronunciado observado nédo se deve a replicacao
de densovirus isolados colateralmente com 0 OCFVp..

Quando o RNA viral extraido das culturas de células C6/36 infectadas foi
directamente utilizado para amplificagéo, por PCR, de sequéncias virais, como previsto,
ndo foram obtidos quaisquer amplicGes. Confirmou-se, assim, a natureza do genoma
viral como uma molécula de RNA, sendo necessaria a sua conversdao em cDNA por
transcricdo reversa (seccdo 2.6), para que a amplificagdo de sequéncias virais pudesse

ocorrer.

3.3. Cinética de replicagéo viral

A avaliacdo do tempo que decorre desde a infeccdo das células C6/36 com o
OCFVp; até a libertacdo de particulas virais para o meio extra-celular foi feita
indirectamente (a par da observacdo directa de CPE por microscopia Optica), através da
amplificagdo de sequéncias virais por RT-PCR. Os extractos de RNA total produzidos a
partir de fraccbes de sobrenadante (S) e sedimento de células (C) C6/36, uma vez
separadas por centrifugacdo depois de colhidas a diferentes tempos ap6s a infeccéo,
serviram de matriz para a sintese de cDNA. Os produtos de PCR obtidos séo revelados
na figura 3.4. Durante este procedimento as células, observadas por microscopia Optica,
produziram algumas das imagens apresentadas na figura 3.2.

Como se verifica pela analise da figura 3.4, o genoma do virus OCFVp; foi
detectado quer nos sobrenadantes (S24) quer nos sedimentos de células (C24) colhidas
24h apos a infeccdo, o que parece indicar que a replicagdo viral é rapida, necessitando
apenas de um dia para que genomas virais possam ser detectados no meio extra-celular.
Nas células e sobrenadantes colhidos ao tempo T=0, ou seja ao fim de 1h de adsorcéo, a
presenca viral ndo foi detectada. Curiosamente, foi ainda amplificada por RT-PCR uma
sequéncia de DNA a partir dos extractos de RNA de células C6/36 C (0-120),
independentemente da sua infec¢do ou ndo pelo OCFVp:. Tal € revelado pela presenca
da uma banda com massa molecular diferente (0,9kb) do esperado (1,4kpb,

aproximadamente). Este resultado levantou suspeitas relativamente a possibilidade de
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os primers utilizados para a amplificagdo do OCFVp; pudessem estar a hibridar com as
inserces gendmicas do CSAV presentes no genoma das células C6/36. Ndo devemos
esquecer que, dados reportados por Crochu et al. (2004), Roiz et al. (2009) e Vazquez et
al. (2012) indicam a integracdo de sequéncias de ISF em células de mosquitos.
Contudo, as reaccdes de sequenciacdo dos fragmentos de aproximadamente 900nt
obtidos ndo confirmaram as suspeitas referidas. Estas revelaram tratar-se, curiosamente,
das sequéncias codificantes de uma proteina com semelhanga consideravel a uma
transcritase-reversa de Bombyx mori (ADI61823) ou a uma proteina RT-like
(XP_001866757) de Culex quinquefasciatus (64% and 71%, respectivamente).

So S24 S48 S72 S96 Si120 S Co C24 C120 CO
120 120

Figura 3.4. Produtos resultantes da amplificacdo por RT-PCR dos extractos de RNA total produzidos a
partir de aliquotas de sobrenadante de culturas (S) e células (C) C6/36 colhidas a diferentes tempos ap6s
infecgdo (0-120, em horas). O GeneRulerTM100bp DNA LadderPlus (Fermentas, Lituania) foi utilizado
como marcador de massa molecular.

3.4. Amplificacdo quase total do genoma do OCFVp¢

A anélise da pequena sequéncia (aproximadamente 200nt) da regido que codifica
a proteina NS5, descrita no inicio da sec¢do 3.1., revelou uma identidade superior a
98% (BLASTN) a inimeras sequéncias de varios ISF associados a Aedes/Ochlerotatus
caspius (HQ441842-5, GQ476991-4 e EU716417-24), e identidade superior a 83%
(BLASTX) com sequéncias de NS5 correspondentes a varios ISF associados quer a
Aedes/Ochlerotatus sp. quer a mosquitos do género Culex sp.

Dada a posicdo taxonomica dos mosquitos dos quais se isolou 0 OCFVp, € na
auséncia, na fase inicial deste estudo, de sequéncias virais semelhantes ao virus em
questdo, foi feito um alinhamento mdltiplo de 3 sequéncias completas (ou quase

completas) de flavivirus isolados de Aedes spp. disponiveis nas base de dados de acesso
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publico (Cell Fusing Agent Virus, NC_001564; Aedes Flavivirus AB488408; Kamiti
River Virus, NC005064). Este alinhamento possibilitou o desenho de primers (descritos
na tabela 3.1 do capitulo anterior) para reac¢fes de amplificagdo do genoma do OCFVpy
sob a forma de diferentes fragmentos de DNA, parcialmente sobreponiveis entre si (ver
abaixo).

A natureza degenerada dos primers utilizados (resultante do alinhamento acima
descrito) e conseguinte aplicacdo de condi¢Ges de PCR pouco restritivas, gerou alguns
resultados de amplificacdo néo especifica (mais que um fragmento amplificado) ou de
baixo rendimento (produtos pouco abundantes mesmo ao fim de 40 ciclos de PCR).
Quando obtidos mais que um fragmento como produto das reacgOes de amplificacdo
efectuadas, destes eram separados por electroforese em gel de agarose, de onde eram
extraidos com kits comerciais (para sequenciacao directa), ou clonados, separadamente,
num vector plasmidico. O facto de serem obtidos produtos de PCR em quantidades
minimas, levou-nos, ainda, a tentativa de sedimentacdo dos virus presentes nos
sobrenadantes de células infectadas, através da sua centrifugacdo prolongada, na
esperanca de enriquecer os extractos obtidos em RNA viral. No entanto, apesar do
tratamento dos sobrenadantes de cultura com RNase e DNase, os resultados de
amplificacdo com base no RNA preparado a partir dos sedimentos obtidos, pareceram
indicar que a centrifugacdo prolongada, muito provavelmente, ndo s6 aumentou o
namero de particulas virais disponiveis, como de outros acidos nucleicos competidores.
Assim, e ao contrario do que se esperava inicialmente, as amplificacbes que deste
procedimento resultaram revelaram um maior numero de fragmentos inespecificos ou a
diminuicao do rendimento produto amplificado pretendido.

Ainda que as diferentes combinacdes de primers e condi¢Ges de reaccdo nos
tenham permitido a amplificacdo da maior parte da sequéncia genémica do OCFVpg, a
amplificacao de um fragmento com ~0,9kpb, localizado na regido terminal 5°, foi obtida
por RACE, ficando, no entanto e ainda, esta regido parcialmente completa (se
atendermos as dimensdes e estrutura dos genomas dos demais flavivirus). Tal facto foi
obviado com a publicacdo recente do genoma do HANKV (Huhtamo et al., 2012),
homdlogo ao OCFVp; (andlise da sequéncia do genoma viral por BLASTn ou BLASTX
revelou identidade superior a 89%), e com base na qual foram desenhados novos pares

de primers com os quais se pretendiam obter ambos os extremos do genoma viral (em
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falta). No entanto, se esta abordagem permitiu a conclusdo da sequencia¢do da regido
UTR-5’, apesar das inimeras tentativas e variedade de protocolos realizados (incluindo
RACE 3", os fragmentos de DNA obtidos nunca corresponderam ao esperado
(confirmado atraveés da sua sequenciacdo). De facto, nem mesmo a utilizacdo de um
outro primer (HANK3R), igualmente desenhado com base na regido UTR-3" do
genoma do HANKY, e quando combinado com primers especificos para 0 OCFVp,
permitiu a amplificacdo desta regido no OCFVpg, sugerindo que esta difere entre os dois
virus.

Resumidamente, a fim de obter a sequéncia do genoma do OCFVp;, foram
utilizados para os pares de primers cuja posicao relativa ao genoma viral é a indicada na
figura 3.5. Desta forma, foram obtidos, individualmente, os fragmentos Hanko, 5-UTR,
PCR7, PCR11, PCR10, PCR13, PCR3 e Vazquez, com o tamanho (nt) referido na
tabela 3.1. O seu alinhamento (Contig Assemply Program) produziu uma sequéncia de
genoma viral com 9.839nt.

A traducdo da sequéncia genomica do OCFVp, e posterior analise da sequéncia
amino-acidica obtida, por comparacdo dos locais de clivagem da poliproteina de
flavivirus, deduzidos por Parreira et al. (2012), permitiu a construcdo da figura 3.5., na
qual é esquematizada a poliproteina do OCFVp.

Tabela 3.1. Caracterizagdo dos segmentos gendmicos obtidos por RT-PCR.

Segmentos Egmit[z /Reverso) Dimensao (nt) Regido na poliproteina
Hanko SP53/HANKS5F 1313 AnchC/prM/M

5-UTR DT89/SP53 946 AnchC/prM/M

PCR7 AcFV8F/AcFVIR 1685 E/NS1

PCR11 AcFV11F/AcFV12R 1328 NS1/NS2a

PCR10 AcFV10F/AcFVTR 1727 NS2a/NS2b/NS3
PCR13 AcFV14F/AcFV15R 3160 NS3/NS4a/NS4b/NS5
PCR3 FlavidF/AcFV3R 1289 NS5

Vazquez 2NS5F/2NS5R 1314 NS5
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Figura 3.5. Representacdo do genoma do OCFVp, obtido por alinhamento dos fragmentos amplificados
(assinalados por barras a preto) recorrendo a primers com a posi¢do indicada ao longo do genoma
(primers directos a lilas e primers reversos a verde).

Para verificacdo de eventuais inser¢des gendmicas do OCFVp no DNA das
células do hospedeiro (Oc. caspius) foram realizadas amplificacGes direccionadas para
regides parciais do genoma viral que codificam proteinas ndo-estruturais, recorrendo

aos pares de primers apresentados na tabela 3.2.

Tabela 3.2. Pares de primers utilizados para avaliacdo de eventuais inser¢es gendmicas do OCFVp, ho
DNA de Oc. caspius

Primers Dimenséo Regido na Representacéo
(Directo/Reverso) (kb) poliproteina numeérica na Fig. 3.6.
AcFV11F/AcFV12R 13 NS1-NS2a 1
AcFV13F/AcFV21R 1.4 NS2b-NS3 2
AcFV18F/AcFV15R 1.9 NS4a-NS4b 3
AcFV19F/AcFV20R 0.8 NS5 4

Os fragmentos de DNA com o tamanho esperado (indicado na tabela 3.2.) foram
obtidos por RT-PCR tal como indicam os resultados da figura 3.6. (pistas 1V-4V).
Contudo, as mesmas combinag6es de primers ndo permitiram amplificar DNA extraido
do macerado #174 (pistas 1M-4M), ou seja, 0s primers seleccionados ndo permitiram a
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amplificacdo de sequéncias virais a partir de DNA gendémico de mosquitos (pistas
indicadas com 1-4 M), ainda que do mesmo extracto de DNA tivesse sido possivel obter
parte da sequéncia codificante da enzima citocromo oxidase (COI na figura 3.6). Estes
resultados ndo sé validam a qualidade do DNA extraido do macerado #174 como
permitem deduzir, aparentemente, a auséncia de sequéncias de OCFVp; integradas no
genoma de Oc. caspius.

Figura 3.6. Produtos resultantes da amplificacdo por PCR com os pares de primers 1, 2, 3 e 4
(mencionados acima no texto) de RT-PCR de extractos de RNA do virus OCFVp; (1V-4V; V indica virus)
e DNA de Oc. caspius (1M-4M; M indica mosquito). M assinala 0 marcador de massa molecular
(GeneRulerTM100bp DNA LadderPlus, Fermentas, Lituania).

3.5. Analises filogenéticas das sequéncias de OCFVp;

Anédlises das relagdes filogenéticas do OCFVp; com outros flavivirus (utilizando
uma abordagem Bayesiana, como descrito na metodologia) foram realizadas recorrendo
ao alinhamento de sequéncias de nucledtidos correspondendo as regifes codificantes
das proteinas NS3, NS5 e ORF viral (Fig.3.7) ou a alinhamentos da sequéncia amino-
acidica de diferentes ORF de flavivirus (Fig.3.8). Em qualquer uma destas arvores, as
quais revelam, quando comparadas entre si, congruéncia generalizada, as sequéncias de
OCFVp; segregaram sempre com o0 HANKV como o primeiro grupo monofilético da

radiacdo ISFs, suportado por elevada probabilidade (p) estatistica.
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OCFVIb

LE&_\’I@

Figura 3.7. RelagBes filogenéticas entre sequéncias de flavivirus baseada numa abordagem Bayesiana e
em alinhamentos de sequéncias nucleotidicas correspondendo a sec¢do do genoma que codifica a proteina
NS3 (A), NS5 (B) ou a totalidade da ORF viral (C). Os valores de probabilidade a posteriori >0,80 sédo o0s
indicados nos diferentes ramos. A barra horizontal indica percentagem de distancia genética.

Dada a natureza genética Unica do grupo monofilético que inclui o par
OCFVp/HANKY, e tendo em conta a existéncia de um numero relativamente pequeno
de sequéncias gendémicas completas (ou quase completas) de ISF (disponiveis até a data
da realizacdo deste trabalho), decidiu-se aumentar a representatividade das analises
filogenéticas efectuadas, através de um estudo das inumeras sequéncias parciais da NS5
viral depositadas nas bases de dados. Nesta andlise (Fig. 4.9), para além das sequéncias
da NS5 do OCFVp; e do HANKYV, bem como as de muitos outros flavivirus usadas
como referéncias, foram incluidas as sequéncias NS5 adicionalmente amplificadas de
varios outros macerados de mosquitos (com os cédigos laboratoriais 207, 220, 350, e
595), e nos quais a presenga de sequéncias virais fora inicialmente detectada (Costa,
2011).
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Figura 3.8. Relagdes filogenéticas entre sequéncias de flavivirus baseada na analise Bayesiana de
alinhamentos de sequéncias amino-acidicas correspondentes a totalidade da ORF viral. Os valores de
probabilidade a posteriori obtidos sdo os indicados nos diferentes ramos. A barra horizontal indica
percentagem de distancia genética.

Tal como o demonstraram as analises anteriormente mencionadas (Fig. 3.7 e
3.8), numa representacdo mais abrangente de diversidade genética da radiacdo ISF, o
OCFVp; continua a segregar num grupo monofilético distinto da maioria dos demais
virus, e no qual o HANKYV € o primeiro virus a separar-se. Este agrupamento inclui
todas as sequéncias de flavivirus amplificadas de macerados de Oc. caspius por
Véazquez e colaboradores (2012), e genericamente designadas SOcFV (Spanish
Ochlerotatus caspius flaviviruses). Curiosamente, e apesar de geneticamente pouco
divergentes, as sequéncias NS5 amplificadas de Oc. caspius colhidos na Peninsula
Ibérica ndo sdo absolutamente homogéneas, e parecem estar distribuidas por dois
grupos distintos, suportados por elevada probabilidade (p>0,98) com demonstrado na

figura 3.9.
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Figura 3.9. Relagbes filogenéticas entre flavivirus baseadas na andlise de alinhamentos de sequéncias
parciais, codificantes da proteina NS5. Os valores de p>0,80 estdo indicados na figura. As sequéncias
indicadas por SCxFV (Spanish Culex flaviviruses), SOcFV (Spanish Ochlerotatus caspius flaviviruses),
DNA forms (group 1), e DNA forms (group 2), previamente descritas por Vazquez et al., (2012). DNA
forms (rectangulos a tracejado) incidam sequéncias directamente amplificadas dos genomas de mosquitos.

A barra horizontal indica percentagem de distancia genética.
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A diversidade genética média para o alinhamento de amino-acidos da sequéncia
da NS5 do OCFVp; e dos SOcFV, parcialmente caracterizado por Vazquez et al. (2012),
foi 2,9%, enquanto que a inclusdo do HANKYV neste grupo aumentou a diversidade
genética para 3,7%. Entre os dois pequenos subgrupos que compreendem a radiacdo
OCFVp/SOcFV (G1 e G2, Fig 3.9), a diversidade génica desce para 0,5% (G1) ou 1,7%
(G2), sugerindo que o grupo OCFVp/SOCFV inclui pelo menos 2 sequéncias virais do
mesmo Vvirus, que codificam duas NS5 muito semelhantes, que diferem, evidentemente,
da codificada pelo HANKV.

3.6. Andlise de proteinas codificadas pelo OCFVp;

O genoma do OCFVp; codifica uma Unica poliproteina com pelo menos 3.279
residuos amino-acidicos e cujos perfil de hidropatia, organizacdo estrutural (C/C
ancorada, prM/M, NS1, NS2a; N2b, NS3, NS4a, NS4b, NS5) e dominios funcionais
correspondem aos esperados para uma ORF de flavivirus. Os dominios identificados
sdo representativos de proteinas das superfamilias das glicoproteina de flavivirus
(PSSMID 201480), flavi_NS1 (PSSMID 189781), e peptidase_S7 (PSSMID 201522).
Foram ainda encontrados dominios que identificam as helicases de RNA do tipo
DEXDc/DEAD (PSSMID 28927) e um outro que caracteriza a superfamilia de helicases
com dominio terminal-c HELICc (PSSMID 197757), ambos na proteina NS3. Um
dominio de metiltransferase FtsJ-like/AdoMet (PSSMID 201939) e um dominio que
caracteriza as proteinas da superfamilia flavi_ NS5 (PSSMID 110005) foram ainda
identificados na sequéncia da proteina NS5.

A semelhanga do que parece acontecer com os demais flavivirus, a protease viral
esta, aparentemente, envolvida na clivagem (/) entre inimeros dos componentes da
poliproteina viral (C/C ancorada, prM/E, NS2a/NS2b, NS2b/NS3, NS3/NS4a e
NS4b/NS5), enquanto que a furina (ou proteases celulares semelhantes) parece ser
responsavel pelo processamento das jungbes C ancorada/prM, MJ/E, E/NS1 e
possivelmente na NS4a/NS4b. Foram, ainda, encontrados inimeros locais onde pode
ocorrer com elevada probabilidade (>0,80) a fosforilacdo, por cinases (PKC), de
residuos de serina, treonina e tirosina dispersos ao longo da ORF do OCFVp. Buscas
computorizadas dirigidas a identificagdo de sinais de localizagdo nuclear (NLS) nas

diferentes proteinas virais foram negativas, mas inspec¢Ges pormenorizadas das
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sequéncias da C, NS1, NS3 e NS5 revelaram inUmeras sec¢Bes proteicas
particularmente ricas em residuos amino-acidicos bésicos (R e K). Estas poderdo
representar potenciais NLS monopartidos e bipartidos, que geralmente obedecem ao
consenso sugerido por Christhophe et al. (2000). Finalmente, foram previstas nas
regides codificadas pela ORF (E, NS1, NS3 e NS5) varias sequéncias alvo provaveis
para sumoilacdo (adicdo de SUMO: small ubiquitin-related modifier; resultados néo
apresentados).

Foram, ainda efectuadas analises comparativas (aos pares) de sequéncias de
algumas proteinas codificadas pelo OCFVp; (E, NS3, NS5 e ORF) com as mesmas de
outros flavivirus (Tabela 3.3). Quando analisada a E codificada pelo OCFVpg, a proteina
com que partilha menor identidade foi a codificada pelo AEFV e, como esperado, a
mesma proteina € muito similar (95.8%) a E codificada pelo HANKV. Os valores de
identidade por entre as NS5 dos diferentes flavivirus reflectem que, muito
provavelmente, sera a regido mais conservada do genoma, sendo a proteina para a qual
as comparacdes efectuadas revelaram maiores percentagens de identidade (Tabela 3.3).
Curiosamente, apesar das proteinas NS3 e NS5 codificadas pelos HANKYV, CAFV,
AEFV e KRV serem semelhantes as codificadas pelo OCFVp, ao contrario da proteina
da E, esta Gltima, por sua vez revelou-se mais similar com a E dos CxFV e CTFV,

contrariamente a NS3.

Tabela 3.3. Comparacdo de sequéncias amino-acidicas das proteinas E, NS3, NS5 e ORF do OCFVp,
com as mesmas de outros flavivirus.

OCFVp | HANKV CFAV AEFV KRV CxFV CTEV

Proteinas HF548540 AEY84723 NP_041725 YP_003029843 AAO024117 YP_899469 CC(C55432
aa aa® ID% | aa® ID% | aal ID% | aa® ID% | aa® ID% | aal ID%

E 434 434 958 | 422 459 | 431 351 | 432 394 | 427 475 | 427 452
NS3 600 600 975 | 587 46.0 | 417 455 | 577 459 | 578 40.1 | 577 40.0
NS5 >789 894 97.8 | 862 531 | 887 602 | 887 59.8 | 889 616 | 889 61.9
ORF XXX 3385 97.0 3341 43.9 3341 421 3357 42.8 3363 41.6 3357 41.2

! Nimero de residuos aminoacidicos; ID% Percentagem de identidade da sequencéncia de aminoécidos.
AEFV-Aedes flavivirus, CFAV-Cell Fusing Agent virus, CxFV-Culex flavivirus, CTFV-Culex theileri
flavivirus, HANKV-Hanko virus, KRV-Kamiti River virus, OCFVp-Ochlerotatus flavivirus from
Portugal e, associados abaixo do nome, os respectivos numeros de identificagdo das poliproteinas
acedidos na base de dados da GenBank.
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Comummente a outros ISFs j& caracterizados, o OCFVp; também parece
codificar uma proteina Fifo (Fairly interesting flavivirus ORF; Firth et al., 2010) cuja
sintese podera resultar de um “salto” de -1nt relativamente a grelha que serve de leitura
para a sintese da poliproteina viral, durante a traducdo do segundo coddo N-terminal da
proteina NS2a (Fig.3.10A). Este frameshift devera ocorrer na passagem pelo
heptanucledtido com a sequéncia consenso GGAUUUY (Firth et al., 2010) e que esta
localizada na regido do genoma viral que tende a formar uma estrutura em forma de
gancho de cabelo (Fig.3.10B).

A NS2A

OCFVprorr ... D F L N P K L I L T K A N ...fame0
OCFVprntseq . . - GGIATTTTCTAAACCCCAAATTGATTTTGACGAAGGCAAAC W
OCFVerriro ->BE S K E Q I D F D E G K .+« frame -1
B

Prob. of Disorder

a 58 188 158 208 256 ELL

Residue

Figura 3.10. A: Aquando da traducdo da poliproteina codicicada pelo OCFVp,, na regido do genoma que
codifica a proteina NS2a, os ribossomas podem efectuar um frameshift de -1nt ao nivel do
heptanucleétido indicado a negrito. Como resultado, poderd ocorrer a tradugcdo de uma proteina
adicionalmente codificada pelo genoma viral, designada Fifo. B: previsdo da estrutura do RNA viral na
regido em que pode ocorrer o frameshift ribosomal (-1 FS) que eventualmente conduz a sintese de Fifo.
C: Previsdo da desorganizacdo intrinseca da proteina Fifo (usando a ferramenta PreDisorder). O gréafico
indica as probabilidades de desordem e a linha a tracejado o caut-off de 0,5 (Deng et al., 2009).
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A semelhanga de outras proteinas Fifo, a codificada pelo OCFVp, apresenta um dominio
transmembranar (TMD) com 22 amino-acidos (“ETQILGTISLVLFVVSAVWCTH®),
e e provavel que esteja localizada sobretudo no citoplasma. A Fifo do OCFVp; ndo
possui locais de N-glicosilacdo e parece corresponder a um polipéptido acido (pH=5,7)
de aproximadamente 29kDa, 92,2% idéntico ao codificado pelo HANKYV. As analises
com ProtFun (http://www.cbs.dtu.dk/services/ProtFun/) sugerem que a Fifo do OCFVp;
possa corresponder a uma enzima (contrariamente a ideia de ndo ser uma enzima) e/ou
que podera estar envolvida na traducéo, como ja referido por Riley (1993). A estrutura
prevista para o extremo C-terminal da Fifo do OCFVp; parece apresentar regides
alternadas de estruturas secundarias e cadeias estendidas, enquanto que a regido central
da proteina parece apresentar uma estrutura helicoidal. As previsdes bioinformaticas

sugerem, ainda, que a Fifo-OCFVPt possui extremos N e C desorganizados (Fig.3.10C).
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4. DISCUSSAO E CONCLUSOES
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4. DISCUSSAO E CONCLUSOES

O género Flavivirus é, actualmente, o género mais divergente e diversificado da
familia Flaviviridae. A maioria dos seus membros sdo conhecidos patogénicos humanos
e animais e, por esta razdo, tém sido extensivamente estudados. Apesar de alguns
flavivirus serem exclusivamente encontrados em vertebrados, como morcegos e
roedores (Grard et al., 2006), a maioria sdo acidentalmente transmitidos aos vertebrados
por vectores invertebrados hematdfagos (sobretudo mosquitos e carragas) durante uma
refeicdo sanguinea.

Anédlises filogenéticas do género tendem a nele identificar trés linhagens
genéticas maioritarias, associando, de forma genérica, os virus aos seus hospedeiros e
vectores (Cook e Holmes, 2006; Cook et al., 2012). Contudo, especialmente na Gltima
década, e com maior intensidade em anos mais recentes (Cook et al., 2012), tém sido
reportados estudos sobre um grupo particular de potenciais outros flavivirus,
geneticamente divergentes da maioria dos que podem ser detectados nos vertebrados,
comumente encontrado em insectos e, por isso, designados flavivirus especificos de
insectos (ISF) (Farfan-Ale et al., 2009; Cook et al., 2011). Apesar das semelhancas
estruturais do virido, tipo e estrutura do genoma e propriedades bioquimicas das
proteinas que codificam (frequentemente invocadas para justificar a classificacdo dos
ISF como flavivirus), os ISF tendem a formar um grupo monofilético distinto nas
arvores filogenéticas, tendo sido previamente sugerido que poderdo representar uma
linhagem ancestral do género (Cook e Holmes, 2006).

Contrariamente ao que até hoje nunca foi reportado para os flavivirus ditos
classicos (encontrados em vertebrados, e que constituem a principal linhagem genética
do género), foram encontradas sequéncias gendémicas geneticamente relacionadas com
ISF integradas no genoma de mosquitos (Crochu et al., 2004; Roiz et al., 2009;
Vazquez et al.,, 2012) o que, de certa forma, complica a analise da sua histdria
evolutiva. Outra caracteristica que os diferencia dos flavivirus classicos esta relacionada
com o facto dos ISF néo replicarem, pelo menos in vitro, em qualquer uma das linhas
celulares com origem em vertebrados que com eles foram alguma vez tentativamente
infectadas (Cammisa-Parks et al., 1992; Crabtree et al., 2009; Hoshino et al., 2007,
2009; Huhtamo et al., 2012; Kuno, 2007; Parreira et al., 2012). Finalmente, ao contrario

do que se verifica apenas para um conjunto de virus de vertebrados (serotipo JEV), 0
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genoma de todos os ISF codifica uma proteina designada por Fifo, cuja respectiva
sequéncia nucleotidica se localiza fora da grelha de leitura da ORF viral, e cuja tradugdo
depende de um frameshif ribossomal, da grelha O para a grelha -1 (Firth et al., 2010).

Trabalhos descritos por inimeros autores (Blitvich et al., 2009; Crabtree et al.,
2003, 2009; Cook et al., 2006, 2009; Farfan-Ale et al., 2009; Hoshino et al., 2007,
2009; Huhtamo et al., 2012; Kim et al. 2009; Morales-Betoulle et al., 2008; Sang et al.,
2003; Tyler et al., 2011) reflectem a distribui¢do global dos ISF, ndo sendo, portanto,
surpresa, que também tenham recentemente sido descritos ISF em associacdo a
mosquitos colectados na Peninsula Ibérica (Parreira et al., 2012; Vazquez et al., 2012).

Nos ultimos anos, colheitas culicideoldgicas de espécimens adultos, baseadas na
utilizacdo armadilhas de tipo CDC e CO, como atractor, e efectuadas nas regides
estuarinas e costeiras Portugal (especialmente na regido sul), revelaram que as espécies
Culex theiler e Ochlerotatus caspius sdo as mais abundantes (Almeida et al., 2008,
2010). Foi na sequéncia da analise do produto de uma destas capturas que Parreira et
al., (2012) ndo so isolaram e caracterizaram um ISF de Cx. theileri, assim como o virus
que foi estudado no decurso deste trabalho, desta feita isolado de Oc. caspius.

O virus em questdo, com a designacdo proposta de OCFVp; ndo replica em
células de vertebrados (Vero), mas replica rapidamente numa linha celular derivada de
células de mosquito e designada C6/36. Este virus provoca, aparentemente, um efeito
citopatico (CPE) pronunciado aquando da sua replicacdo nestas células. Tal facto é, por
si sO, interessante, na medida em que, comparativamente, 0 seu parente mais proximo
(do ponto de vista genético), designado HANKYV (Huhtamo et al., 2012), também ele
isolado em Oc. caspius (Finlandia), ndo causa CPE evidente nestas células. Os CPE
provocados pelo OCFVp, incluem hiperplasia nuclear, com separacao evidente dos dois
folhetos membranares do invélucro nuclear, que por sua vez fica preenchido por
vesiculas de vérias dimensdes e ainda formam aquilo que morfologicamente pode
corresponder a membranas convulutas (Mackenzie et al., 1999; Welsch et al., 2009),
por nos designadas por trabéculas membranares. Contudo ndao podemos formalmente
excluir que o CPE observado seja causado por outro virus isolado juntamente com o
OCFVp; € s6 o seu re-isolamento por diluicdo limite ou a reproducdo dos CPE
observados mediante a expressdo isolada de algumas das proteinas que este virus

codifica, poderiam clarificar esta situacdo para além da possibilidade de duvida. No
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entanto, ndo foram observadas particulas virais com morfologia e/ou tamanho diferentes
dos que as que acreditamos corresponderem ao OCFVp.. Uma vez que virus como 0s
pertencentes a sub-familia Densovirinae da familia Parvoviridae (Bergoin e Tijssen,
2000) sdo frequentes em mosquitos, foram feitos rastreios para a sua deteccdo, mas
nenhum destes virus foi detectado. Dito isto, as alteracBes estruturais parecem resultar
da infeccdo por OCFVpy, € embora exuberantes, sdo estruturalmente compativeis com as
alteracdes frequentemente associadas a replicacdo de flavivirus, em especial as que
concernem alteracGes do RE na vizinhanca perinuclear (Welsch et al., 2009).

Foram observadas particulas virais com morfologia e tamanho (40-50 nm)
compativel com os de um flavivirus, localizadas em cisternas do RE e
vacuolos/vesiculas, que pareciam deslocar-se até a periferia celular. Se isto ndo é
surpreendente, na medida em que os flavivirus sdo formados ao nivel do RE e maturam
ao longo da via de secrecdo, a observacdo de particulas virais a evidenciar um centro
electro-denso em associacdo com a membrana citoplasméatica, da qual parecem
destacar-se, pode sugerir que o OCFVp; podera gemular para o exterior da célula
directamente a partir desta. Este fenomeno é pouco comum em flavivirus, mas nédo
totalmente inesperado, tendo Hase et al., (1989) j& sugerido que as particulas virais de
flavivirus poderdo sofrer maturacdo através de duas estratégias. No modo trans, a
maturacgdo viral ocorre no meio intracelular envolvendo, sobretudo, o RE e estruturas
membranares associadas, atingindo estas a superficie celular através da via secretora,
sendo libertadas da célula infectada por exocitose. No modo alternativo, designado, por
oposicdo, cis, a maturacdo viral ocorre directamente na superficie celular, onde as
capsides gémulam directamente para o exterior. Contudo, o modo cis, s6 foi
efectivamente demonstrado nas estirpes PR.159 e Sarafend dos DENV2 e WNV,
respectivamente (Hase et al., 1987; Ng et al., 1994, 2001; Lee e Ng, 2004). Os dados
deste trabalho também remetem para a exploracdo das duas vias maturacdo pelo
OCFVp:. Tal como anteriormente sugerido (Hase et al., 1987; Ng et al., 1994), a
maturacdo ao nivel da membrana citoplasmatica podera depender da cinética de
replicacdo viral, ocorrendo preferencialmente na membrana celular logo apds infeccdo
(Ng et al.,, 2001) enquanto que o modo trans podera “evoluir” mais tardiamente,

provavelmente em consequéncia da acumulacdo de proteinas estruturais no citoplasma.
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Este fendmeno ficard por esclarecer no caso do OCFVpy, carecendo, no futuro, de uma
investigacdo muito mais aprofundada.

No decurso deste trabalho foi ainda obtida, e consequentemente analisada, a
sequéncia quase completa do genoma do OCFVp.. O genoma viral compreende uma
molécula de RNA que codifica uma unica ORF com perfil de hidropatia, locais de
clivagem proteica e dominios funcionais conservados semelhantes a outros flavivirus. A
analise da ORF do OCFVp; sugere a presenca de conjuntos de amino-acidos que
poderdo funcionar como dominios de localizacdo nuclear (NLS, do inglés Nuclear
Localization Signals), identificados nas proteinas da capside, NS1, NS3 e NS5. Apesar
de, surpreendentemente, a priori, para um virus que replica no citoplasma, a presenga
de NLS em proteinas de flavivirus ja foi reportada (Buckley et al., 1992; Kapoor et al.,
1995). De facto, algumas proteinas de flavivirus ja foram localizadas no nucleo de
células infectadas (Bulich e Aaskov, 1999; Westaway et al., 1997), levantando duvidas
acerca da restricdo da replicacdo viral ao citoplasma, tendo especialmente em conta que
inimeras células infectadas por JEV, WNV e DENV contém complexos proteicos que
incluem NS5 fosforilada no nacleo (Kapoor et al., 1995; Uchil et al., 2006). Com isto
em mente, foram identificados ndo s6 possiveis NLS como também locais de
fosforilacdo e sumoilacdo em varias proteinas codificadas pelo OCFVp. No entanto, o
papel destas modificacbes pos-transducionais na estrutura, tempo de semi-vida ou
funcdo proteinas virais codificadas ndo pode ser claramente antecipado. No entanto,
proteinas modificadas por SUMO tém revelado alteragdes em termos de localizacdo
intracelular, actividade ou estabilidade, e tem sido demonstrados que a sumoilacéo
controla inimeros aspectos da fisiologia celular, como a regulacdo do ciclo celular,
transcricao, transporte nucleo-citoplasmatico, reparacao e replicacdo de DNA, dinamica
cromossomica, apoptose e biogénese ribossomal (Wang e Dasso, 2009). As suas
implicagdes no ciclo replicativo dos ISF permanece por esclarecer.

Um aspecto da replicagdo dos ISF que ainda ndo foi ainda caracterizado € o
papel eventualmente desempenhado no ciclo de replicativo pela proteina Fifo, uma
proteina putativa que, tal como acima se esclarece, é codificada fora da grelha de leitura
quando comparada com a ORF viral. No caso do OCFVp;, Fifo é uma proteina de
caracter acido com aproximadamente 29kDa que sera codificada apos um frameshift -1

nt resultante do deslizamento ribossomal ao nivel de um heptanucleétido localizado
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numa estrutura secundéria, em forma de gancho de cabelo. Se bem que frameshifts
realizados in vitro permitiram uma deteccdo prévia de um produto compativel com a
Fifo, contudo a observacéo desta proteina nao foi consistente em células infectadas com
CxFV (Deng et al., 2009). A analise efectuada no decurso deste trabalho sugere que a
Fifo de OCFVp; possa apresentar extremidades intrinsecamente desorganizadas, mas se
existem interacgOes destes com outros factores que contribuem para a regulagdo da
expressao viral, estes ndo foram ainda, esclarecidos (Deng et al., 2009). Assim, na
realidade, a funcdo desta nova proteina permanece totalmente por desvendar.

Contrariamente a outros ISF (Crochu et al., 2004; Roiz et al., 2009; Véazquez et
al., 2012), néo foram encontradas evidéncias de integracdo no genoma dos mosquitos de
sequéncias do OCFVp, nem mesmo nas C6/36 onde fora replicado. Contudo, a nossa
analise restringiu-se a tentativas de amplificacdo de sequéncias parciais que codificam
as proteinas NS1-NS2A, NS2b-NS3, NS4a-NS4b, e NS5. Como tal, ndo podemos
formalmente excluir, a possibilidade de que as interacbes que possam ter ocorrido,
tenham levado a integracdoo de sequéncias virais para além das que podem ser
detectadas pelo conjunto de primers utilizados.

Andélise de arvores filogenéticas efectuadas, baseadas no alinhamento de
sequéncias nucleotidicas ou amino-acidicas, colocaram consistentemente 0 OCFVp;
num grupo monofilético que inclui o HANKYV (Huhtamo et al, 2012). As semelhancas
genéticas entre ambos 0s virus sdo evidentes (os dois virus partilham uma identidade
nucleotidica de 89%), e as sequéncias virais formam uma linhagem claramente distinta
entre os ISF. Todas as andlises efectuadas colocam os OCFVp/HANKY numa linhagem
isolada, sendo esta a primeira a separar-se de um potencial ancestral comum por estes
virus partilhado.

As caracteristicas geograficas e climatéricas da Peninsula Ibérica sdo tais que
ndo esperamos que 0 OCFVp, esteja condicionado ao territério Portugués. De facto, a
andlise aqui reportada, revela também que a sequéncia (parcial) que codifica a proteina
NS5 de OCFVp: apresenta uma enorme semelhanca com as sequéncias NS5
previamente identificadas por Vazquez et al., (2012) em mosquitos colectados entre
2001 e 2005 no sudeste e nordeste de Espanha. Conclui-se, entdo, que circulam na
Peninsula Ibérica vérias estirpes de um unico virus (OCFVp; ou SOcFV) ou entéo, pelo

menos, que estes partilham todos sequéncias NS5 muito idénticas. No entanto, apesar da
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semelhanca evidente das sequéncias que codificam a NS5, o OCFVp; identificado em
diferentes lotes de mosquitos colhidos em areas geogréficas distintas do territério de
Portugal e em anos consecutivos (2009 ou 2010) juntamente com o0s virus SOcFV
(Spanish Oc. caspius flaviviruses) formam um grupo monofilético irméo da linhagem
do HANKYV, mas com separagdo aparente em duas sub-linhagens genéticas (G1 e G2 na
Fig.3.9). Apesar disto, estes virus estdo evidentemente relacionados, parecendo ter
evoluido para formar linhagens virais individualizadas dentro do mesmo hospedeiro
(Oc. caspius), adicionando divergéncia génica aos ISF identificados em mosquitos
coleccionados em todo o mundo (Blitvich et al., 2009; Crabtree et al., 2003, 2009; Cook
et al., 2006, 2009; Farfan-Ale et al., 2009; Hoshino et al., 2007, 2009; Huhtamo et al.,
2012; Kim et al. 2009; Morales-Betoulle et al., 2008; Parreira et al., 2012; Sang et al.,
2003; Tyler et al., 2011).

Contudo, e apesar da sua semelhanca genética, a replicacdo do OCFVp; e
HANKYV nas C6/36 é claramente distinta. Os primeiros replicam rapidamente e causam
CPE evidente, ao passo, que nos segundos, a replicacdo viral provoca CPE pouco
pronunciado (Huhtamo et al., 2012). Em todo o caso, espera-se que os ISF repliquem in
vivo, de forma ndo virulenta, em células de insecto, uma vez que sdo frequentemente
isolados de mosquitos vivos sem doenga aparente. No entanto, ainda ndo é conhecido o
impacto que a presenca de ISF em mosquitos nestes exerce. Assim, é desconhecido se
provocam alteracdo da sua mortalidade e morbilidade, ou de que forma estes IFS
interagem com estirpes virais patogénicas em mosquitos co-infectados. O isolamento e
caracterizacdo total de ISF deverdo ser imperativos num futuro préximo, sobretudo
tendo em especial consideracdo a influéncia que o conhecimento dos ISF poderé ter na
compreensdo dos mecanismos que condicionam a emergéncia de flavivirus patogénicos,
manutencdo da sua existéncia na natureza ou potencial impacto na transmissao

enzodtica como ja sugerido por Bolling et al., (2012).
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8. ANEXO

Tabela I. Flavivirus (nome, abreviatura e sequéncia acedida na base de dados da GenBank) utilizados ao

longo deste trabalho.

Virus

Abreviatura

NUmero de acesso

Aedes flavivirus
Alkhurma virus

Alfuy virus

Apoi virus

Bagasa virus
Baiyangdian virus
Banzi virus

Barkedji

Bouboui virus
Bussuquara virusBSQV
Calbertado virus

Cell fusing agent virus

Cell fusing agent virus strain Rio Piedras02

Chaoyang virus

Culex theileri flavivirus strain 153
Culex theileri flavivirus strain 178
Culex flavivirus

Culex flavivirus strain HOU24518
Culex flavivirus isolate lowa07
Culex flavivirus strain Mex07
Culex flavivirus isolate NIID-21-2
Culex flavivirus strain Uganda08
Dengue virus type 1

Dengue virus type 2

Dengue virus type 3

Dengue virus type 4

Dengue virus type 4

Donggang virus

Edge Hill virus

Entebbe bat virus

Gadgets Gully virus

Hanko virus

Iguape virus

Ilheus virus

Japanese encephalitis virus

Jugra virus

Kadam

Kamiti River virus isolate SR-75
Kamiti River virus isolate SR-82
Karshi virus

Kedougou virus

Kokobera virus

Lammi virus

Langat virus

Louping ill virus

Meaban virus

Modoc virus

Montana Myotis leucoencephalitis virus
Murray Valley virus

Nakiwogo virus strain Uganda 08
Nounane virus

Nounane virus isolate B31
Ochlerotetus flavivirus from Portugal
Omsk hemorrhagic

AEFV
AHFV
ALFV
APOIV
BAGV
BYDV
BANV

BOUV
BSQV
CALBV
CFAV
CFAVgpo;
CHAOV
CTFV 53
CTFV 178
CxFV
CXFVHOU
CXFVIowaO7
CXFV viexor
CxFVip
CXFV ygandaos
DENV1
DENV2
DENV3
DENV4
DENV4
DGV
EHV
ENTV
GGYV
HANKV
IGUV
ILHV
JEV
JUGv
KADV
KRVsgr.75
KRVsr.g2
KSIV
KEDV
KOKV
LAMV
LGTV
LIV
MEAV
MODV
MMLV
MVEV
NAKV
NOUV
NOUV
OCFVpr
OHFV

NC_012932
NC_004355
AY898809
NC_003676
NC_012534
JF312912
DQ859056
EU078325
DQ859057
NC_009026
EU569288
NC_001564
GQ165810
FJ883471
HE574573
HE574574
NC_008604
FJ502995
FJ663034
EU879060
AB377213
GQ16580
M87512
M19197
DQ675533
AY618993
AY947539
NC_016997
DQ859060
NC_008718
DQ235145
Q268258
AY632538
NC_009028
NC_001437
DQ859066
DQ235146
AY149904
AY149905
NC_006947
AY632540
AY632541
FJ606789
NC_003690
NC001809
DQ235144
NC_003635
NC_004119
NC_000943
GQ165809
EU159426
FI711167
HF548540
NC005062
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Potiskum virus

Powassan virus

Quang Binh virus

Quang Binh virus

Rio Bravo virus

Rocio virus strain SPH 34675
Royal Farm virus

Saboya virus

Saumarez Reef virus

Sepik virus

St. Louis encephalitis virus
St. Louis encephalitis virus
Tembusu virus

Tick-borne encephalitis virus
Tick-borne encephalitis virus
Tyuleniy virus

Uganda S virus

Usutu virus

Wesselsbron virus

West Nile virus

West Nile virus

West Nile virus

Yellow Fever virus

Yokose virus

Zika virus

POTV
POWV
QBV
QBV
RBV
ROCV
RFV
SABV
SREV
SEPV
SLEV
SLEV
TMUV
TBEV
TBEV
TYUV
UGSV
USuv
WESSV
WNV
WNV
WNV
YFV
YOKV
ZIKV

DQ859067
NC_003687
FJ644291
NC_012671
NC_003675
AY632542
DQ235149
DQ859062
DQ235150
NC_008719
DQ359217
NC_007580
AFV95076
GU183380
NC_001672
DQ235148
DQ859065
NC_006551
DQ859058
AF404756
AY765264
NC_001563
NC_002031
NC_005039
EU545988
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