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RESUMO

Os virus Caraparu (CARV), Apeu (APEUV) e Itaqui @V) sdo arbovirus do
sorogrupo C pertencentes ao gén@rthobunyavirusda familiaBunyaviridae.Estes
virus foram isolados pela primeira vez na Amaz&mésileira na década de 50 e a sua
infeccdo em seres humanos € caracterizada por débramialgia e fotofobia, com 4-5
dias de duracdo. O genoma dos membros do sorogugoconstituidos por trés
segmentos de RNA de fita simples de polaridadetivagdenominados S (~1000 pb),
M (~4500 pb) e L (~7000 pb). Estes virus apresergatancial de emergéncia como
patdogenos humanos. Contudo, estudos envolven@tbebunyavirusdo grupo C séo
escassos e suas caracteristicas moleculares séo panhecidas, o que dificulta sua
identificacdo e correta classificacdo. Até o momgemripenas sequéncias gendmicas
parciais para APEUV e ITQV foram caracterizadas eetacdes genéticas entre estes
virus sdo ainda muito pouco conhecidas. O objetleste trabalho é realizar a
caracterizagdo molecular dos virus do grupo C CARNEUV e ITQV através do
sequenciamento dos seus segmentos gendmicos zarutils dados obtidos para
desenvolver um ensaio de PCR que permita identiéiddiferenciar estas trés amostras
virais. Foi possivel concluir o sequenciamento egnento L de CARV e APEUV e
obter sequéncias parciais para os segmentos MoelTQV e segmento M de CARV e
APEUV. A caracterizagdo do segmento L do APEUV lmveque a RdRp deste
membro do sorogrupo C possui todas as regides m@ases anteriormente descritas
para osOrthobunyavirus como as regibes 3 e 4, além do dominio “cap-bimagt
originalmente descrito para o virus Influenza. Adlses revelararam que as relagbes
genéticas existentes entre as trés amostras dgrspooC (CARV, APEUV e ITQV)
sao diferentes quando os segmentos L e M séo athadis Os dados obtidos para a
RdRp das trés amostras analisadas sugerem quenwergegL de CARV e ITQV
possuem uma origem em comum, a qual ndo é conmaaldil pelo segmento L do
APEUV. Por outro lado, os dados obtidos para gopatieina sugerem uma origem em
comum para o segmento M de CARV e APEUV, a quals&@ compartilhada pelo
segmento M do ITQV. Visto que o ICTV utiliza comatério de especicao as reacoes
cruzadas nas provas sorolégicas que reconhecenicagrgteinas de superficie, uma
classificagdo baseada na sequéncia da RdRp, setala eroteina mais conservada e

melhor caracterizada dentro do género Orthobunyswvéeria mais adequada.



N

© 00 N o v b~ W

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29

ABSTRACT

Caraparu (CARV), Apeu (APEUV) and ltaqui (ITQV) agroup C arboviruses,
member of Bunyaviridae family and Orthobunyavirengs. These viruses were first
isolated in the Brazilian Amazon in the 50s andrtheman disease is characterized by
high fever, muscular pain and photophobia, duriFgy days. The orthobunyaviruses’
genome is composed of three segments of singleeddanegative-sense RNA named S
(~1000 bp), M (~4500 bp) and L (~7000 bp). Groupi@ses are potential emergent
human pathogens. However, studies involving th@sses are rare and their molecular
characteristics are poorly known, which complicatiesir correct identification and
classification. To date, only partial genomic set#s for APEUV and ITQV were
characterized and the genetic relationships betweem are still poorly known. The
aim of this work is to perform the molecular chaeaization of the group C arboviruses
CARV, APEUV and ITQV sequencing their genome segsieand use the data to
develop a PCR assay to identify and differentidtesé three viral strains. It was
possible to complete the L segment sequencing SRC and APEUV and obtain
partial sequences for ITQV M and L segments and €ARd APEUV M segment. The
characterization of APEUV L segment revealed tiet RdRp of this serogroup C
member has all conserved regions described foroDuttyavirus like regions 3 and 4,
besides the "cap-snatching” domain originally desd for influenza virus. The data
show that genetic relationships among the threegseup C strains (CARV, APEUV
and ITQV) are different when the L and M segmemé&sanalyzed. The RdRp analysis
suggests that CARV and ITQV L segment have a comanimin, which is not shared
by APEUV L segment. Moreover, polyprotein analysigjgests a common origin for
CARV and APEUV M segment, which would not be shargdTQV M segment. Since
the ICTV uses the cross-reactivity in serologicasts which recognize the surface
glycoproteins as criterion to difining species,lassification based on RdRp sequence,
which is the most conserved and best charactepestéin within the Orthobunyavirus

genus, would be more appropriate.
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1.1 — Arbovirus

1.1.1 — Histadrico e definicdes

O estudo dos arbovirus teve inicio na década desigizado século XX quando Hamon
e colaboradores comecaram a estudar um grupopartite virus caracterizados pela
sua transmissdo por artropodes e por causar, oesrsiente, encefalites, que foram
denominadas encefalites virais originadas de atiép (“arthropods borne viral
encephalitis”). Esse grupo incluia os virus da fatite de Saint Louis e Japonesa e das
encefalites equinas do leste e do oeste, trangmitflbr mosquitos, e o virus da
encefalite Russa, transmitido por carrapatos.

Em 1954, Casals & Brown, através de testes decambida hemaglutinacdo, dividiram
os arbovirus até entdo conhecidos em dois sorogirspoogrupo A (género Alphavirus
pertencente a familiiogaviridadg e sorogrupo B (membros da famik&aviviridae)
que foram denominados arbovirus pela abreviatur@xgaessao arthropodsborne
animalvirus”. Em 1961, Casals & Whitman compararam amostreasvisoladas de
macacos sentinelas expostos na Floresta Oribocalizada a 20 Km de Belém/PA,
com arbovirus dos dois sorogrupos (A e B) ideratdas anteriormente. Este estudo foi
realizado no laboratério de Virologia da Fundacaackefeller em Nova York e
evidenciou que os novos arbovirus eram completaristintos daqueles classificados
nos dois sorogrupos até entdo descritos e as navestras virais foram entdo

classificados em um novo sorogrupo, o qual foi danado sorogrupo C.

Os arbovirus foram inicialmente classificados mopkogia, principalmente por ensaios
de neutralizacdo (NT), inibicdo da hemaglutinachkt) € fixacdo do complemento
(FC). Posteriormente, essa classificacdo foi cowfita por andlises moleculares e
morfogénese para fins taxonémicos (BEA®&tal, 1995). Os arbovirus compreendem
um conjunto de mais de 500 espécies, das quaisi@ perte pertence as familias
Togaviridae (género Alphavirug, Flaviviridadae (género Flavivirus), Bunyaviridae
(género0rthobunyavirusNairovirus e Phleboviru3, Reoviridae(géneroOrbovirug e
RhabdoviridaggéneroVesiculoviruy. H4 ainda alguns arbovirus pertencentes a outras
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familias comaorthomyxoviridae (género Thogotovirus) e Asfarviridae (género Asfarvirus)

(MELLOR, 2000; HOLLIDGEet al.2011).

Em 1954, foi criado o Laboratério de Virus de Beldmm o apoio do Servico Especial
de Saude Publica do Brasil, hoje Fundagcdo NacidealSaude (FUNASA) e da
Fundacdo Rockefeller. A criacdo do laboratoricetper objetivo isolar e estudar os
“arthropds borne viruses” na regidao Amazonica. Eestudos constituiam parte de um
programa da Fundacdo Rockefeller, espalhado pordathiundo, em cooperacdo com
organismos governamentais, no Brasil, no Egito,intha, na Africa do Sul e em
Trinidad (CAUSEYet al,, 1961).

O Instituto Adolf Lutz (IAL) também vem conduzina@a regido da Mata Atlantica no
Estado de S&o Paulo, desde 1961, um programa ithneig para arbovirus. O objetivo
desse estudo é identificar hospedeiros e vetorasbdeirus, e a circulagdo desses virus
na populagdo humana (IVERSON, 1994). O IAL, queiahinente contava com a
colaboracéo do Instituto Evandro Chagas (IEC) da Balo Center for Disease Control
(CDC) (Division for Vector-Borne Infeccious Disea}e atualmente € um Centro
Colaborador da Organizagdo Pan-Americana de Sal@leS na area dos arbovirus
(http://www.ial.sp.gov.br/visualizado em 18maio2015).

Os arbovirus sao classificados como agentes vigaes sdo capazes de infectar
artropodes hematéfagos pela ingestdo de sanguertibnados contaminados. Eles se
multiplicam nos tecidos dos artrOpodes e sao trditkm pela picada para outro
vertebrado suscetivel. E necessario que ocorrdtgplivacdo do virus no organismo do

artropode para que esse seja classificado comahowieus (MELLOR, 2000).

1.1.2 — Arboviroses

As arboviroses sdo doencas causadas pelos arhoatiragés da sua transmisséo entre
artropodes hematéfagos e hospedeiros vertebradostBigis. A transmissdo também
pode ocorrer entre hospedeiros artropodes, atrades via transovariana e,
possivelmente, da via sexual. A maior parte desksncas € classificada como
zoonoses e é mantida no meio silvestre em cicleghegndo vetores e hospedeiros que
habitam esse ambiente (AZEVED# al, 2007a). Por isso, os arbovirus estdo mais

associados a infec¢cbes de pessoas que mantém ocadtreito com ambientes

7
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silvestres. No entanto, algumas arboviroses caegademias em areas urbanas, o que
as torna um problema de saude publica, como ocmrrBrasil com a dengue e na

regido amazoénica com a febre do Oropouche.

Apoés a transmissao, o virus localiza-se nos gamghéaticos regionais da area da pele
picada pelo artrépode vetor infectado. Em seguiddrus alcanca a corrente sanguinea
via circulacéo linfatica, o que leva a sua dissagao pelos tecidos do hospedeiro. O
virus se multiplica nesses locais e é lancado nemgama circulacdo sanguinea, o0 que
determina a viremia que corresponde ao periodd.fébmfeccédo pode regredir nessa
fase, ou mesmo ser assintomatica. Em alguns casofntanto, o paciente pode
apresentar manifestacdes exantematicas, neuraddgicanemorragicas (LEA®t al,
1997; AZEVEDOet al, 2007a).

Apesar da maior parte das infec¢des por arbovimudiemanos ser assintomatica ou
resultar em manifestacées semelhantes a uma iofdogdda por Influenza, alguns
arbovirus podem causar doencas respiratorias,tearttioenca febril, encefalites,
sindromes hemorragicas, choque, podendo até mesvao & morte. Em geral, as
manifestacbes clinicas das arboviroses podem sadiddis em quatro categorias:
sindrome febril, sindrome febril exantematica, égbemorragica e encefalite. O quadro
clinico determinado por uma espécie de arbovirgepmendente de diversos fatores
como a amostra do virus e fatores do hospedeimpddade e estado imunoldgico
(HOLLIDGE et al, 2011;LEAQO et al, 1997; MELLOR, 2000; NALCZAet al, 2003;
NUNESet al, 2007).

O tratamento das arboviroses consiste em medidascpatrole dos sintomas e para
manutencédo do estado geral do paciente. Nao exigtetacolos de tratamento com
drogas antivirais bem estabelecidos contra esserstely Com excecdo de dengue e
febre amarela, as medidas profilaticas no Brasilestassas e as medidas individuais
constituem as Unicas possiveis, ja que para a rparte das arboviroses ndo se dispde
de vacinas e o combate aos vetores, especialmenfgeas silvestres, na maior parte
das vezes € inviavel (AZEVED& al, 2007a).
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1.1.3 — Ecologia

Os arbovirus sdao mantidos na natureza em ciclospleans envolvendo vetores
artropodes hematoéfagos, principalmente mosquitoarrapgatos, flebotomineos
(PhlebotomusSergentomya Lutzomyd, maruins ou mosquito polvor&ylicoides,
percevejos Qeciacu3 e possivelmente acaros. Esses vetores, apan $efectados,
transmitem esses microorganismos ao se alimental@nsangue dos hospedeiros
vertebrados, especialmente aves e mamiferos raedoreiclo se fecha quando novos
artropodes séo infectados ao se alimentarem dasatgyvertebrados que apresentam
viremia. A transmisséo vertical, através da viadowariana, também pode ocorrer. Por
definicdo, para ser classificado como um arboviousjrus precisa se multiplicar no
organismo do artrépode vetor antes que ocorransrrissao para novos vertebrados
suscetiveis. Este mecanismo de transmisséo, adsticte dos arbovirus, difere da
transmissao mecéanica através do aparelho bucamorado do artrépode logo apds o
repasto sanguineo no hospedeiro infectado. (FIGURABEATY et al, 1995;
FIGUEIREDO, 2007; VASCONCELOSt al, 2001; WEAVER, 1997).

) 2

Ml eros
PepeE ;
— _I'l. |I'I_
- '- i_-' —
- ¥ L & S
Vetor A Velop
Maiferos r .
peguenss Transmiss o U ansovaricha
= '}
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Ovogirdeximdor palo Wres

Vetor femea infectada fimaas : \
intectadag .

E‘ Yaor machs irdectads

Transissio

= -]

Figura 1. Ciclo biolégico dos arbovirus. A — Ciclo de amplificacdo em mamiferos, no qual a fémea
infectada poderd transmitir o virus a pequenos mamiferos que desenvolvem uma viremia alta e
curta, podendo levar a infec¢do de artrépodes hematéfagos. B — Ciclo reservatério, no qual ocorre a
transmissdo transovariana e venérea. C — infec¢do humana acidental. Fonte: adaptado de
http:/ /www.microbeworld.org
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Notavelmente, os arbovirus tém a capacidade dectamfeuma ampla gama de
hospedeiros vertebrados, o que é importante paransunutencdo e amplificagdo na
natureza. Alguns hospedeiros vertebrados (avesderes) sdo considerados, em alguns
casos, amplificadores do ciclo, pois desenvolvemenvias com titulo e duracéo
suficientes para infectar novos artrOpodes. Esées de particular interesse, pois
contribuem para a disseminacao dos arbovirus, qpgde favorecer a emergéncia de
algumas arboviroses. Apesar de apresentarem uraaviaiimia, estes hospedeiros
amplificadores do ciclo tipicamente ndo desenvolgamais da doenca. As arboviroses
sdo, em sua maioria, zoonoses que dependem deessaBitnais para se manterem na
natureza. Os seres humanos séo, na maior parteados, hospedeiros terminais ou
acidentais, ndo sendo necessarios para a manutgog&iclos ecoldgicos desses virus.
Ao contrario do que normalmente é observado pafaspedeiros amplificadores, os
seres humanos e outros hospedeiros terminais pddsemvolver sinais e sintomas das
arboviroses. No entanto, alguns arbovirus podencagazes de se adaptar a ciclos
epidémicos urbanos, nos quais o ser humano passéua como hospedeiro
amplificador do ciclo. Ciclos epidémicos urbanosroem ou ja foram descritos para
alguns virus como dengue, febre amarela e chikiyeg(@UBLER, 2002; HOLLIDGE

et al, 2011; VASCONCELOSt al, 2001, WEAVERet al, 2010).

Os arbovirus tém distribuicdo mundial e sdo enedos principalmente nas areas
tropicais do globo, onde as condi¢es climéaticasfa@oraveis para a manutencdo dos
ciclos biolégicos desses agentes. Vale ressal@aodirasil € um pais de clima tropical,
de grande extenséao e, apesar da alta taxa de desamab, ainda tem cerca de um tergo
de seu territério recoberto por florestas e outwrogssistemas naturais. Esses fatores
fornecem condi¢Bes ideais para a manutencdo desvarbovirus, que sdo mantidos
numa grande variedade de ciclos zoondéticos. De fiadis de 200 espécies distintas de
arbovirus foram isoladas no Brasil, e cerca de edsas causam doenca em humanos
(FIGUEIREDO, 2007).

O risco de emergéncia de novas arboviroses no |B¥aairibuido a existéncia de
grandes cidades, densamente povoadas e infestadasopquitos como os do género
Culexe oAedes aegyptijue sdo altamente antropofilicos. Seres humananiooais

infectados podem ser introduzidos nos centros orba&nlevar consigo os arbovirus

10
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provenientes de cenarios ecoepidemioldgicos onsi@semoonoses ocorrem. Os seres
humanos podem ser infectados quando ingressam emrdes silvestres devido a suas
atividades ocupacionais (seringueiros, madeireiaggjcultores, etc.) ou de lazer

(ecoturismo, pesca, arvorismo, etc.) e levar ogvarbs para as areas urbanas. Ao
introduzir os arbovirus nas regides urbanas, podem estabelecidos ciclos de

transmissdo das arboviroses, desde que vetores etamgs estejam presentes
(FIGUEIREDO, 2007).

1.1.4 - Epidemiologia e emergéncia dos arbovirus

As doencas causadas por arbovirus estéo entreisgmpartantes doencas infecciosas
emergentes, sendo consideradas como um problersadde publica. As arboviroses
representaram aproximadamente 30% de todas asasoeriecciosas emergentes no
inicio do século XXI. Os arbovirus sdo taxonomicateedistintos, pertencendo a 8
familias e 14 géneros. Atualmente, mais de 500sw#sido registrados no “Catalogo
Internacional de Arbovirus e Alguns outros Virus\Watebrados” dos quais mais de
130 sdo conhecidos por causarem doencas em saremdsl e 40 por infectarem
animais. Os arbovirus causadores de doencas hummissmportantes pertencem as
familias Togaviridae Flaviviridae e Bunyaviridae(JONESet al, 2008; NALCAet al,
2003).

Estudos conduzidos na Amazoénia desde a década peldMhstituto Evandro Chagas
(IEC) permitiram o isolamento de 195 espécies diftas de arbovirus, dentre as quais
34 sédo conhecidas por serem patogénicos para buseano. Isso reflete a grande
diversidade de espécies de artrépodes e vertebmdstentes nessa regido, além da
grande variedade de condi¢cfes ecoldgicas. Infedud@anas por 30 desses agentes ja
foram demonstradas mediante o isolamento do agdmtsangue de doentes. Os
arbovirus encontrados na Amazénia séo distribuddo®1 grupos soroldgicos e, cerca
de dois tercos desses foram isolados nessa ragé® gue o fossem em qualquer outra
parte do mundo. Muitos desses virus jamais foracordrados em outras regides do
globo (AZEVEDOet al, 2007a; VASCONCELOSt al, 2001).

As arboviroses podem ser epidemiologicamente &leesdas como enzooticas, quando

envolvem casos esporadicos ou intermitentes, aoéficas, quando envolvem surtos

11
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significantes (VASCONCELOSt al, 2001). Infecgbes por arbovirus mantidos em
ciclos enzodticos sdo geralmente causadas pekdarde humanos ou animais no ciclo
natural. Por outro lado, o estabelecimento de i@pizodticos é o resultado da

introduc&o de um arbovirus numa populacédo de vedeb suscetiveis associada a uma

populacao de vetores competentes (VASCONCEEGS, 2001).

Alguns desses virus sdo importantes problemas ddesaublica por causarem
encefalites graves, como as encefalites causadasvpes La Crosse, virus das
encefalites equinas do leste e do oeste (EEE e EAW3} da encefalite de St. Louis e
da encefalite Japonesa, que podem até mesmo levart@, ou por estarem envolvidos
em epidemias como o virus da dengue, da febre Er&@ virus Oropouche. A febre
do Oropouche é considerada a arbovirose que marmmede 0 homem na Amazbnia
depois da dengue. Estudos soroepidemiolégicoszaelms no Brasil e nas Américas
indicam varias epidemias entre 1961 e 2007, comxapadamente 357 mil infectados.
No entanto, esses dados podem estar subestimaneditando-se que mais de meio
milhdo de pessoas tenham sido infectados pelo @rogouche na Amazonia brasileira
desde a década de 60 (NUN&Sal, 2007).

As arboviroses sao sazonais, dependendo diretadoetamente da estacdo do ano em
que o artropode se alimenta de sangue. Os priscigtires que influenciam o modo
como cada arbovirose é transmitida (regido geagrafjeriodo do ano e populacdo
acometida) sédo os fatores climaticos (regime deasjuemperaturas), a competéncia
do vetor para transmitir determinado virus, o giride incubagédo intrinseca (periodo
de desenvolvimento no hospedeiro vertebrado) e ineetta (periodo de
desenvolvimento no vetor), a densidade de vetoredederminada regido, o transporte
de virus a lugares distantes e o estado imunold@gcoma dada populacdo (SHOPE,
1993).

Duas formas de transmissdo dependentes do climdes&otas para os arbovirus. Nas
regibes tropicais, o virus circula durante todono, acasionalmente apresentando um
pico sazonal. No entanto, em climas temperadosras 8ao transmitidos entre vetores
e hospedeiros apenas durante 0s meses mais qeeakesarboviroses sao ausentes
durante os meses frios. Porém, mesmo durante agfest frias, os arbovirus séo
mantidos na natureza em ovos do artrépode vetgueogarante o restabelecimento do

ciclo do virus quando as temperaturas se tornars e@radas. Um aumento da duracao
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dos periodos mais quentes fornece condigbes pasaampliacdo da populagdo de
vetores e, consequentemente contribui para umarnwiioulagdo dos arbovirus
(HOLLIDGE et al, 2010; HOLLIDGEet al, 2011).

A emergéncia e re-emergéncia das arboviroses pedtan relacionadas a evolucéo e
adaptacdo das espécies. Porém, alteracOes proslumdaneio ambiente pelo homem
podem contribuir para a ocorréncia desse fendbm@nmanejo inadequado do meio
ambiente pode romper o seu equilibrio, levando woeato da incidéncia de certas
doencas e da emergéncia de outras. Além do deideguécologico, 0 manejo do meio
ambiente pelo homem aumenta as chances de cootat@s artropodes vetores, seja
pela introducédo desses no ambiente urbano ou pelkato estreito do homem com o
ambiente silvestre e, consequentemente, com osregetai presentes. Algumas
atividades humanas que podem influenciar a emegéas arboviroses sdo: aumento
do transito de plantas, humanos, artrépodes e Daimonais entre diferentes regides,
aumento das atividades de lazer de campo, atiwdadé@ares em areas de florestas,
programas de controle de artropodes reduzidos @xistentes, desmatamento,
reflorestamento, urbanizagdo crescente, expans&miag crescimento populacional e
mudancas climaticas. (FIGUEIREDO, 2007; GOUkDal, 2006; HOLLIDGE¢et al,
2010; HOLLIDGEet al, 2011; VASCONCELOSt al, 2001; WEAVERet al, 2010).

A elevada incidéncia das arboviroses na Amazorasileira certamente decorre das
condi¢cdes ecologicas favoraveis que a regido dfeng@ra o estabelecimento e
manutencdo desses agentes: alta diversidade el@@émsie artropodes hematofagos e
de vertebrados silvestres que sédo fundamentaisapai@utencdo do ciclo desses virus
(PINHEIROet al, 1983).

O virus Chikungunya é um alphavirus re-emergengevgm sendo um desafio de saude
publica para paises tropicais e subtropicais. #giie foi detectado pela primeira vez no
Brasil em setembro de 2014 no estado do Amapa, E8ete outubro deste mesmo ano
682 casos autéctones haviam sido notificados aoisMiio da Saude. Estudos
epidemiolégicos e moleculares demonstraram que nagsteas isoladas no Brasil
pertencem a pelo menos dois genotipos distintosquaEs provavelmente foram
introduzidos no pais por rotas diferentes. ComdrosvChikungunya compartilha os
mesmos vetoreAE. aegyptie Ae. albopictus com o virus da dengue, sugere-se que o

Chikungunya possa se tornar endémico em varia®eggilo pais, com picos de
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transmissdo ocorrendo entre janeiro e abril (NUNE&I, 2015; VEGA-RUA et al,
2014).

Cerca de seis meses ap0s a primeira notificac@astes de febre do Chikungunya no
pais, um novo arbovirus (Zika virus), também tratidos por mosquitos do género
Aedes.emergiu no Brasil, conforme confirmado no més deorda presente ano pelo
Ministério da Saude. O Instituto Evandro Chagastatecomo positivos 0s 16 casos
suspeitos identificados nos estados da Bahia e Rmande do Norte
(portalsaude.saude.gov.br, visualizado em 18mam20A emergéncia destes dois
arbovirus em um curto espaco de tempo acende whdgralerta para a possibilidade
de emergéncia de outras arboviroses, principalmemgeelas potencialmente
transmitidas por mosquitos do géndedes

A emergéncia e re-emergéncia dos virus da faBiliayaviridaetém sido influenciadas
pelos fatores citados acima (NICHGHt al, 2000; GONZALEZ-SCARANOet al,
2005). Quatro dos cinco géneros desta familia @mllagentes causadores de grave
febre hemorragica para as quais medidas prevengvagrapéuticas ndo estao
disponiveis, estes virus sao classificados comagpabs de nivel de biosseguranca 3
ou 4. Além disso, alguns bunyavirus sdo classifisadomo patdégenos emergentes
devido ao aumento de sua incidéncia em novos hespede localizacdo geogréfica
(WALTER & BARR, 2011).

1.2 - A Familia Bunyaviridae

A familia Bunyaviridaefoi formalmente estabelecida no ano de 1975 e éosta por
uma variedade de virus que compartilham caradtagstnorfolégicas, bioquimicas e
sorologicas. O virus Bunyawera (BUNV) € o prototiga familia Bunyaviridae e
também do géner®rthobunyaviruse foi originalmente isolado em 1943 de um
mosquito do génerAedesm Uganda (SCHMALJOHN & NICHOL, 2007).

Essa familia € constituida por mais de 300 espélgesgirus distribuidas em quatro
géneros cujos membros causam infecgcdes em ani@elsobunyavirus Phlebovirus
Nairoviros e Hantavirug e um género com espécies que infectam plamtzspOviru3.
Embora compartilhem inimeras caracteristicas bioigas e sorologicas, 0s virus

dessa familia apresentam muitas divergéncias enec@asp bioldégicos, como
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hospedeiros e vetores infectados, e aspectos nenlesu como estratégias de
transcricéo e replicagdo do genoma (ELLIOTT, 1990).

Membros da famili@unyaviridagpodem ocasionar doencas de gravidade média a alta,
variando desde doenca febril inespecifica e eritefahté febre hemorragica. Os virus
desta familia sdo reconhecidos como ameacas ctesc@rsalde humana e, por isso,
sdo considerados virus emergentes que tém caugddieméas em todo o mundo
(ELLIOTT, 1990; HOLLIDGEet al, 2011). Como exemplo, temos os virus La Crosse,
Rift Valey fever e Sin Nombre que causam doencas/egr em humanos como
encefalite e febre hemorragica (BOWEN al, 2001; SCHMALJOHN & NICHOL,
2007). Em 2012, um surto de hantavirose ocasiopatta virus Sin Nobre em um
parqgue no estado da Califérnia (EUA) resultou eés tmortes entre dez casos
confirmados (CDC, 2012).

A maior parte dos bunyavirus (géne@sghobunyavirusNairovirus e Phleboviru$ é
transmitida através de vetores artrépodes e, por & classificada como arbovirus. Os
membros destes trés géneros sdo mantidos na raatrexés de ciclos envolvendo
artropodes hematoéfagos, incluindo mosquitos, fl@nés, carrapatos e maruins, e
hospedeiros vertebrados suscetiveis (TABELA 1)udestin vivo demonstraram que o
resultado do ciclo de infec¢éo dos bunyavirus rion consideravelmente diferente do
ciclo que ocorre no hospedeiro vertebrado, senddgmninante persistente ao invés de
litico, e com prolongada liberagdo de virus poriagarsemanas apds a infeccao
(WALTER & BARR, 2011).

Os membros do génekdantavirusndo séo classificados como arbovirus uma vez que
estes sdo transmitidos através de secrecdes dereeemhfectados e mantidos por
infeccdes persistentes em roedores (WERERI, 2002). A infeccdo destes roedores
pode persistir por muitos anos sem que estes aiapgesentem quaisquer sinais da
doenca. Os virus séo liberados na saliva, urirezesf e o contato com este material
permite a transmissao horizontal dos hantavirug st roedores. O contato do homem
com aerossois infectados provenientes de fezesina wule roedores determina a
ocorréncia de uma infeccdo que pode se apreseotao ¢ebre hemorragica com
sindrome renal ou como sindrome pulmonar por haotgve esta Ultima resulta em
50% de morte dos individuos acometidos (KHANal, 1996, WALTER & BARR,
2011).
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De maneira semelhante ao que ocorre para membrositdes familias de virus que
infectam plantas Geminiviridae, Caulimoviridae, Potyviridae Closterovirida@, os
membros do génerbospovirussao transmitidos por artropodes. No entanto, fato

de néo infectarem vertebrados, estes virus degsldardnsmitidos por artréopodes nao
séo classificados como arbovirus (HOLLID@Eal, 2011). AlgunsTospovirusvém
emergindo e re-emergindo como importantes ameagrasdiversas culturas utilizadas
como fontes globais de alimentos. Este fendmenecpagstar relacionado a expansao
geografica do principal vetor envolvido na trans@e dosTospovirus (Frankliniella
occidentalisYPAPPU et al, 2009, WALTER & BARR, 2011).
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11 Tabela I Classificacdo da FamiliaBBunyaviridae

GENERO EX. ESPECIES HOSPEDEIRO TRANSMISSAO

Orthobunyavirus Bunyawera, Lacrosse,  Animais Artropode
California encefalitis,

Oropouche, virus do grupo C

Phlebovirus Rift Valey fever Animais Artropode
Nairovirus Crimean-Congo hemorragic, Animais Artropode
Dugbe
Hantavirus Hantaan, Sin Nombre Animais Secrecao de roedores
Tospovirus TSWV, PBNV Plantas Artrépode

12

13 1.2.1 - Estrutura e genoma dos virus

14 A familia Bunyaviridae é constituida por virus envelopados que medem
15 aproximadamente 80-120 nm. A particula viral é emalgesférica, mas pode ter forma
16  alongada (génerblantavirug. O envelope possui projecdes de 5 — 10 nm caofcks

17 pelas duas glicoproteinas que atravessam a bicantpdidica, denominadas

18  glicoproteina C (Gc ou G1) e glicoproteina N (Gn@®2) que formam as espiculas
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virais. O genoma dos bunyavirés constituido por trés segmentos de RNA de fita
simples, de polaridade negativa, denominados del@ac@m seu tamanho: L (“Large”),
M (“Medium”) e S (“Small”). Os segmentos encontram-circularizados devido a
complementariedade existente entre sequénciasrda de quinze nucleotideos das
regides nao traduzidas (NTRs) presentes nas exiaeles 3’ e 5'. Essas sequUéncias sao
altamente conservadas entre membros de um mesnerogémas diferem entre
membros de géneros diferentes e possuem sinaisvded® que estdo envolvidos na
sintese de RNA e montagem das particulas viraisif®&1L.JOHN & NICHOL, 2007,
WALTER & BARR, 2011). Cada um dos segmentos de R8lAenvolvido pela
nucleoproteina denominada proteina N, e em assmciapm a RNA polimerase
dependente de RNA (RdRp), ou proteina L, esses eel@®m formam uma
ribonucleoproteina (RNP) de forma helicoidal. Aatcario da maioria dos virus de
RNA de fita negativa, os membros dessa familiapt@suem proteina de matriz, o que
sugere a existéncia de uma interacdo direta estr&NP e as glicoproteinas do
envelope. A nucleoproteina (N) e as glicoproteiftais e Gc) de envelope possuem
determinantes antigénicos grupo especificos quesfmegados em testes sorolégicos
para classificar os virus dentro de géneros e aguog (FIGURA 2YSCHMALJOHN

& NICHOL, 2007).

Glicoproteinas (Goc e Gn)

S Polimerase (L}

RNFM RM4 gendmico

Glicoproteinas

GoceGn

Proteina M

Ribonudeocapsiden

B (RNP)

RHP S

Figura 2. Representacdo esquematica da particula viral da familia Bunyaviridae. A - visdo
externa do envelope viral com as glicoproteinas de membranas Gc e Gn, e as trés
ribonucleoproteinas (RNP) L, M e S no seu interior. B — representagdo de um corte da particula
viral com suas trés ribonucleoproteinas, compostos pela polimerase (L), proteiha N e RNA
gendmico. Fontes: adaptado de http:/ /web.telia.com; http:/ /education.expasy.org
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O genoma dos bunyavirus codifica quatro proteisasiteirais que sdo comuns a todos
0s membros da familia. O segmento L codifica aghnatL ou RdRp, que é responsavel
pela replicagcdo e transcricdo do genoma viral. @nesato M codifica as duas
glicoproteinas do envelope, Gc (G1) e Gn (G2). EBsggnento inicialmente codifica
uma poliproteina que posteriormente € clivada patepses do hospedeiro. O
segmento S codifica a proteina do nucleocapsideprat@ina N. Virus dos géneros
Orthobunyavirus Phlebovirus e Tospovirus produzem também duas proteinas nao
estruturais: NSm (codificada pelo segmento M) e KSslificada pelo segmento S)
(FIGURA 3) (ELLIOTT, 1990; BEATY et al, 1995; WEBER et al, 2002;
SCHMALJOHN & NICHOL, 2007).

NSz ORF
—
Phiebovirus | S |
—_—
vore [
——
NSm/Gn/Ge ORF

Hantavirus | s |
p—
vore [N
P
Gn/Ge ORF

Orthobunyavirus  [ES
—
NINSs ORF

/NS Go ORF

NSs ORF
Ap—

Tospovirus 8§ | NSm ORF
Ll
—
N ORF M
—
Gn/Ge: ORF

Nairovirus [ 8 |
—
vore  [INNEGEGEL
Pre-GiniPre-Ga ORF

L ORF

noa 2000 4000 6000 8000 10 000 12 000 14 000 16 000 18 000
L 1 oy 7 o ¥ o ¥ F v W e Vo e By T g f Ty I o 1 '3 T 3 [ 1 3 1 3 |

Figura 3. Genoma de cada um dos géneros da familia Bunyaviridae. Segmento L: origina a proteina
L ou RNA polimerase dependente de RNA. Segmento M: origina as glicoproteinas Gc e Gn, e a
proteina ndo estrutural NSm apenas para os Géneros Phlebovirus, Orthobunyavirus e Tospovirus.
Segmento S: origina a proteina N e a proteina ndo estrutural NSs (apenas géneros Phlebovirus,
Orthobunyavirus e Tospovirus). Orthobunyavirus, Hantavirus e Nairovirus utilizam estratégia
codificadora de senso negativo, enquanto Phlebovirus e Tospovirus estratégia ambisenso. O tamanho
do genoma completo e de cada um dos segmentos para os diferentes géneros pode ser estimado
através da escala representada. Fonte: WALTER & BARR, 2011.
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O segmento S dd3rthobunyaviruscodifica as proteinas N e NSs em janelas abeetas d
leitura (ORF) sobrepostas. Apenas um RNA mensag@R§Am) originado do
segmento S é identificado, o que sugere que N esBi®gerados por reconhecimento
ribossomal de diferentes cdédons de iniciacdo nasntiis ORFs. Os membros dos
génerosPhleboviruse Tospovirusutilizam uma estratégia ambisenso para codificar a
proteina ndo estrutural NSs e a proteina estrubif@IGURA 3). Para esses virus, a
proteina N é produzida a partir de um RNAm subgec@rcomplementar ao RNA viral
(RNAV) e NSs € produzida a partir de um RNAm sulbgeno de mesma polaridade do
RNAv (FIGURA 4) (ELLIOTT, 1997; BEATYet al 1988; WEBERet al 2002;
SCHMALJOHN & NICHOL, 2007). A proteina N é o produtviral de maior
abundancia nas células infectadas, sendo o antigenahecido durante as provas de
fixacdo do complemento (FC). Seu principal papefoénar os nucleocapsideos
helicoidais ao se enovelar a cada segmento de RNA & proteger o genoma da
degradacdo por RNAses, além de controlar a atigiddal polimerase durante a
transcricdo e replicacdo. Além disso, a proteinard¢isa estar ligada as fitas de RNA
que constituem o genoma viral para que o empacaotangestas fitas e montagem das
particulas virais ocorram de forma correta. Destmé, a interacdo “proteina N/RNA”

€ critica para a viabilidade do virus (SCHMALJOHNNSCHOL, 2007; WALTER &
BARR, 2011; ZHENG & TAO, 2013).

A proteina NSs atua como um fator de viruléncisessério para suprimir a transcricdo
celular, inibindo tanto a producdo de IFNs quantcesposta celular aos IFNs. Foi
demonstrado para o virus La crosse (LACV) que ad&iSapaz de suprimir a atividade
dos IFNs através do blogueio da expressao génjpaendente de RNA-polimerase I
(RNA-pol 11). A NSs atua como um importante fata@ diruléncia para o LACV ao
inibir a expressdo dos IFNs através da inducdo egradacdo proteossomal da
subunidade RPB1 da RNA-pol Il (VERBRUGGEBL al, 2011). Para o virus
Bunyamwera (BUNV) foi demonstrado que a NSs redexpaesséo de IFNs ao inibir a
fosforilagdo do dominio C-terminal da subunidaddRida RNA-pol Il, o0 que impede
a elongacdo das cadeias de RNA, ocasionando umarégulacdo da sintese dos
RNAmM celulares de forma inespecifica (THOMASal, 2004). Além de interferir na
resposta antiviral celular mediada por IFNs, a N&Bsbém é capaz de suprimir a
producdo de RNA de interferéncia (RNAI), que sara possivel mecanismo de

inibicdo da multiplicacdo dos bunyavirus. Por fiessa proteina ndo estrutural pode
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regular a funcdo da RdRp viral (CHEN al, 2010; WEBERet al, 2002). Estudos
demonstraram que o0s virus pertencentes a trés elsital sorogrupos do género
Orthobunyavirus (Anopheles A, Anopheles B e Tete) ndo codificam N&s
(MOHAMED et al, 2009).

O segmento M codifica, numa Unica janela aberté¢eitiera, uma poliproteina que é
posteriormente clivada nas proteinas estruturai® @n e na proteina ndo estrutural
NSm, sendo esta ultima apenas pRhdeboviruse Orthobunyavirus Os Tospovirus
utilizam uma estratégia ambisenso para codificggrodutos do segmento M, sendo as
glicoproteinas Gc e Gn codificadas por um RNAmM dementar ao RNAv e a proteina
NSm codificada por um RNAmM de mesma polaridade AR (FIGURAS 3 e 4)
(SCHMALJOHN & NICHOL, 2007). Estudos demonstraramngortancia da NSm
para a montagem das particulas do virus Bunyamvdmaentanto, a funcdo desta
proteina ndo estrutural é ainda muito pouco codbquira a maior parte dos virus desta
familia (SHI et al, 2006).

As glicoproteinas de membrana desempenham imper{zagiel na adsorcéo viral a
célula hospedeira. E conhecido que Gc é a pringgspponsavel pela adsorgido as
células de vertebrados, enquanto Gn estaria ewlolua adsorcdo as células dos
hospedeiros invertebrados (artropodes). No entarnpoovavel que haja o requerimento
das duas glicoproteinas em ambos os casos deviduzessidade de se manter uma
conformacdo adequada que é mediada pela dimerizaghe Gc e Gn. As
glicoproteinas também desempenham importante pepdélisdo do envelope viral a
membrana do endossomo apés endocitose da pantirallpela célula. A acidificacado
da vesicula endossomal acarreta mudancas confamaécina glicoproteina Gc que
expbe dominios hidrofébicos, o que promove a lg@rado genoma viral e da
polimerase no interior do citoplasma. Por fim, Bsogroteinas de membrana induzem
a formacédo de anticorpos neutralizantes que recenmeespecialmente Gc, o que
resulta numa efetiva imunidade humoral. As glictgirias possuem determinantes
antigénicos grupo-especificos que sao reconheamss testes de neutralizacdo e

inibicdo da hemaglutinagao (SCHMALJOHN & NICHOL,).

Por fim, o segmento L codifica através de uma Ujaicela aberta de leitura, a RARp ou
proteina L responsavel pela transcricdo e replcalgi genoma. Ha evidéncias que

sugerem o papel da proteina L em propriedadesdial® dos virus, como viruléncia e
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espectro de hospedeiros (ELLIOTT, 1990; SCHMALJOKBNNICHOL, 2007). A
RdRp é a proteina mais conservada e mais caraxtarizara os membros da familia
Bunyaviridae.Esta proteina pode ser divida em quatro regidesrdmadas regides 1,
2, 3 e 4. As regibes 1 e 2 estédo localizadas pmxanmextremidade N-terminal, s&o
ligadas por regifes varidveis e sdo conservadas ast familiasBunyaviridae e
Arenaviridae A regido 3 esta localizada no centro da proteinanstitui o denominado
“modulo da polimerase”, sendo este formado pelenpoévo A e pelos motivos A, B,
C, D e E. Esta regido possui aminoacidos que séseceados entre as RdRp de
membros de diversas familias virais. A regido 4ais recentemente identificada para
a RdRp da famili@unyaviridaee esta localizada apés a regido 3. Esta regidsupos
quatro residuos de aminoacidos conservados: G-(@bgicdo 1271),Y (Tyr - posicéo
1292), G (Gly - posicédo 1320) e G (Gly - posica83)3(POCHet al, 1989; MULLER

et al, 1994; ROBERTSt al, 1995; AQUINOet al, 2003).

A extremidade N-terminal da RdRp do virus La cropsssui um dominio com
atividade de endonuclease para fragmentos de RN#&mrdo Cap. Esse dominio possui
caracteristicas estruturais e bioquimicas muitoeffeantes ao dominio N-terminal da
subunidade PA da polimerase do virus influenza.ligeg do genoma demonstraram
que um dominio endonuclease homodlogo esta presemteroteina L de virus
pertencentes a quatro géneros da fanBliayaviridae(Orthobunyavirus Tospovirus,
Phleboviruse Hantavirug. Para o génerblairovirus o dominio endonuclease nao foi
identificado, pois a sua localizacdo na sequéneiaRdRp € incerta. O dominio
endonuclease seria responsavel por clivar RNAs agen®s celulares, originando
pequenos fragmentos de RNA ligados a um Cap enexwemidade 5 (mecanismo
“cap-snatching”). A presenca deste dominio serrldunental para a transcricdo dos
RNAm virais pela RdRp, visto que a sintese dos RNwirais é dependente de
fragmentos de RNA ligados a Cap (REGUE&AI, 2010).
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Figura 4. Modelos de estratégias de expressao génictilizadas pela familiaBunyaviridae (a)

Bunyavirus que apresentam uma estratégia de efpreg8ncica senso-negativo possuem
segmentos de RNA genémico que contém uma Unicadmittanscrional flanqueada por NTRs.
O anti-genoma de senso positivo correspondenteaonga € transcricionalmente silencioso. No
caso do segmento S, essa unidade transcrional stitatda de ORFs sobrepostas acessadas a
partir de diferentes codons de iniciagdo. (b) Bwitya que apresentam uma estratégia de
expressao génica ambisenso sdo capazes de exfréEsar a partir das fitas de RNA tanto do
genoma quanto do anti-genoma, com sinais de tegdiinde transcricdo posicionados em uma
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regido intergénica (IGR) central. Fonte: adaptasldVALTER e BARR, 2011.

1.2.2 - Multiplicagéo Viral

O ciclo de multiplicacédo viral dos bunyavirugorre integralmente no citoplasma
(FIGURA 5). O primeiro passo envolve a adsorcaopedicula viral a membrana
celular através da interacdo entre receptoresacefide superficie e as glicoproteinas
virais Gc e Gn. Independente do tipo de célula em a adsorcédo ocorra (hospedeiro
vertebrado ou invertebrado) as duas glicoprotes@ms necessarias para a adsorcao,
devido a conformacéo resultante da sua dimeriz&d@a. a maior parte dos bunyavirus,
0S receptores celulares aos quais as glicoprotedgadigam ainda nao foram
identificados (SCHMALJOHN & NICHOL, 2007). Para asembros do género
Hantavirusosreceptores celulares aos quais as glicoproteinagase sad33 integrinas
humanas presentes na superficie de células eraioteli plaquetas (MACKOW &
GAVRILOVSKAYA, 2001). A adsorcdo e penetracdo deklebovirusem células
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dendriticas envolvem a interacdo das glicoprotevirass de superficie com o receptor
DC-SIGN (LOZACHet al, 2011).

ApOs a adsorgcdo, os virus penetram na célula atraee via endocitica e séo
acondicionados nos endossomos. No interior dess@artimento, o baixo pH induz
mudancas conformacionais em Gc, o que leva a feséi® o envelope viral e a
membrana do endossomo e liberagdo do genoma \daapelimerase no citoplasma da
célula. Apesar de Gc estanvolvida na fusdo do envelope, também é importante
participacdo da Gn nesse processo, visto que Gaprésenta a conformacéao adequada
guando néo esta associada a Gn (SCHMALJOHN & NICHIDD7).

Apoés o desnudamento do genoma viral, € iniciadarestricdo primaria do RNAv de
senso negativo em RNAm pela interacdo da RdRp ainal as trés ribonucleoproteinas
virais. Estudos sugerem papel da proteina N n#&gdo da transcricdo, o que implica
gue apenas segmentos envolvidos por essa prote$sarp servir como molde para a
proteina L. A sintese do RNAm viral é iniciada m@quéncias curtas, nao-virais,
ligadas a cap. Esses iniciadores sao obtidos p@geim da extremidade 5° de RNAmM
celular citoplasmatico executada pela atividadeemidonuclease da proteina L. Como
resultado, o0 RNAm viral possui sequéncias de 10 auZleotideos na extremidade 5’
que ndo estao presentes no RNAv. Além disso, osrRE#o truncados na extremidade
3’ em aproximadamente 100 nucleotideos, quando amdps a sequéncia do RNA
complementar (RNAc), e ndo possuem cauda poliA (8EHIOHN & NICHOL,
2007).
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Figura 5. Ciclo de multiplicacdo dos virus da familia Bunyaviridae. 1 - Adsor¢do das particulas
virais 4 superficie da célula; 2 - Penetracdo por endocitose segunda por fusio de membrana,
permitindo a liberagdo dos nucleocapsideos e da polimerase no citoplasma; 3 - Transcricdo
primdria; 4 - Traducdo das proteinas virais; 5 - Replicagdo do RNAv através de um RNAc
intermedidrio; 6 - Montagem das particulas no Golgi; 7 - Exocitose das particulas do Golgi. ER:
reticulo endoplasmatico. Alguns virus da familia utilizam uma montagem alternativa, brotando
diretamente da membrana plasmatica. Fonte: adaptado de SCHAMALJOHN et al, 2007.

A tradugéo dos segmentos de RNAmM S e L ocorre lsossomos livres no citoplasma,
ao passo que o RNAmM do segmento M é traduzido bosgomos associados as
membranas do reticulo endoplasmatico rugoso. Dejgoger sintetizada, a poliproteina
originada do segmento M é clivada e as sequénciiseptidicas originadas sofrem
glicosilagc&o primaria no complexo de Golgi paragiodr as glicoproteinas do envelope
(Gc e Gn). A proteina L ndo sofre processamentanadsicional, e o polipeptideo que
emerge dos ribossomos livres ja possui as ativelddepolimerase e de endonuclease
(SCHMALJOHN & NICHOL, 2007).

Para que a replicacdo do genoma viral ocorra ésorecie o0 RNAc sintetizado a partir

do RNAV esteja associado a proteina N. Ao contrdaidranscricdo primaria, em que a
proteina L depende da iniciagdo por cap, na regica polimerase copia a fita molde a
partir da extremidade 3’ sem o auxilio de um irdorg a fim de sintetizar um transcrito

do tamanho integral do genoma (SCHMALJOHN & NICHQDQ7).
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Depois de ser sintetizado, o RNAv é associado teijma@ N e a proteina L para formar
0s nucleocapsideos que se acumulam na parte sihofiiea da membrana do Golgi
para que ocorra a morfogénese. As glicoproteinae &n se acumulam na parte
luminal da membrana dessa organela apds sofrer@usiticoes terminais. Em
seguida, ocorre a aquisicdo de membranas modificada hospedeiro através de
brotamento e liberagcdo dentro do aparelho de Gdgesar de se conhecer a
importancia da associacao da proteina N ao RNAa gae ocorra a sua encapsidacao,
0 mecanismo pelo qual os trés segmentos consétuohd genoma séo seletivamente
empacotados, originando particulas virais viaveisn wma cépia de cada um dos
segmentos, ainda ndo é conhecido. Logo ap6s onbeata da membrana do complexo
de Golgi, as particulas virais sédo transportadasiteoior de vesiculas até a membrana
plasmatica onde s&o liberadas por um mecanismo Ils@me & exocitose
(SCHMALJOHN & NICHOL, 2007; ZHENG & TAO, 2013).
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1.3 - Género Orthobunyavirus

O géneroOrthobunyavirus® composto por mais de 170 virus e pelo menos 8€ede
sdo causadores de doenga em humanos, sendo o géaero dentro da familia
Bunyaviridae(HART et al,, 2008). O critério de classificacdo nesse grupaseado nas
caracteristicas sorologicas, bioquimicas e gersgggoa comum apresentadas por esses
virus. O género € formado por 18 sorogrupos divslighor relacdes soroldgicas
determinadas por testes de fixagdo de complemegméodistinguem os grupos com base
em antigenos presentes na proteina N (AQUBi@I, 2002). O ultimo relatério do
Comité Internacional para Taxonomia de Virus (IC2012) classificou esses virus em
48 espécies, sendo o restante dos isolados daskifi como amostras virais. Essa
classificagcéo foi baseada em reacgdes cruzadaestes e neutralizagdo e inibicdo da
hemaglutinacdo. Deve-se ressaltar que essa atagsifi esta sujeita a modificacdes,
visto que, para a maior parte doghobunyaviruspouco é conhecido de seus aspectos
moleculares. Além disso, a ocorréncia de rearragjosante a evolucdo leva ao
surgimento de novas amostras com caracterististintds daquelas ja isoladas (HART
et al, 2008).

Um estudo colaborativo entre a NAMRU-6 (US Navaldidal Research Unit No. 6) e
o Ministério da Saude do Peru investiga, desde ,18%5iologia de doencas febris no
Peru e outros paises da América Latina. Desde ,ea#fica de 54 orthobunyavirus,
incluindo membros dos sorogrupos Guaroa, C, Magea8imbu foram isolados e
alguns deles caracterizados (AGUILARal, 2011; HONTZet al, 2015).

Assim como € conhecido para outros virus de gersmgaentado, o rearranjo genético
desempenha um importante papel na evolucaoQitiobunyavirus sendo capaz de

alterar sua antigenicidade, viruléncia e espearbaspedeiros. Na literatura, é possivel
encontrar alguns exemplos @ethobunyavirusque sofreram rearranjos na natureza e
emergiram como importantes patdbgenos humanos owaenatravés deste mecanismo

genético.

O virus Ngari (NRIV) foi isolado pela primeira vde um mosquito do génefedese
foi por algumas vezes associado a surtos de febmeotnagica na Africa. Estudos

revelaram que o NRIV surgiu a partir de um reaoatre os segmentos S e L do
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BUNV e o segmento M do virus Batai, ambos pertet@seao sorogrupo Bunyamwera
e até 0 momento nunca associados ao desenvolvintentdoencas hemorragicas
(BRIESEet al, 2006; GERRAR®et al, 2004).

O virus Schmallenberg (SBV) foi isolado pela prirmeiez na Alemanha em 2011 de
vacas doentes que apresentavam febre, reducaocdzcao de leite e diarreia, e, desde
entdo, vem sendo associado a surtos de malformag@esuminantes (bovinos,
caprinos, ovinos, etc) em varios paises EuropaarActerizagdo molecular deste virus
revelou que ele é o resultado de um rearranjo idlcona natureza entre os segmentos S
e L do virus Shamonda (SHAV) e o segmento M dosvBathuperi (SATV), ambos
pertencentes ao sorogrupo Simbu e isolados pefeepa vez do sangue ruminantes
sadios no Japdo em 2002 e 1999, respectivamemnt®o €stes dois virus compartilham
a mesma distribuicdo geografica (Asia e Africalémode vetor (mosquitos do género
Culicoide3 e hospedeiro vertebrado (ruminantes), é provguel o SBV tenha sido
gerado por rearranjo genético durante uma coinfecgiural por SHAV e SATV
(British Veterinary Association, 2013; YANAS# al.2012).

O virus Jatobal (JATV) foi isolado em 1985 no estdd Para (Brasil) e classificado
dentro do sorogrupo Simbu. Estudos posterioreslgivam que o JATV € o resultado
de um rearranjo entre o segmento S do OROV (sgpogBimbu) e um segmento M de
origem desconhecida (SAEER al 2001). Da mesma forma, o virus Iquitos (IQTV)
foi isolado em 1999 de um paciente febril no P@asteriormente, o0 mesmo virus foi
identificado como causador de um “surto de Oropeudntre 2005 e 2006 nesta
mesma cidade. Entretanto, analises filogenéticamdstraram que o virus Iquitos trata-
se de um rearranjo entre os segmentos L e S ds @iropouche e o segmento M de
outro membro do grupo Simbu (AGUILAR al, 2011).

Assim como NRIV, SBV, JATV e IQTV, outrorthobunyavirus ja foram
identificados como sendo o resultado de rearramagiie aponta para a importancia
deste mecanismo genético para a emergéncia de ram@ges virais dentro deste

género.

Os Orthobunyavirussao arbovirus transmitidos, na maior parte does;asravés de
mosquitos e maruins, e o ciclo de vida natural @esfus envolve alguns vertebrados
(aves e mamiferos), que podem atuar como hosped&iroplificadores e na
disseminagdo dos virus através da migracdo. A gaftecdesses hospedeiros é
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geralmente inaparente, embora desenvolvam virenfigiente para infectar artropodes
hemat6fagos. Os humanos sdo geralmente considenadpgdeiros finais, uma vez
que, apesar de se tornarem doentes, raramentevdsen alta viremia. Esses podem
se tornar infectados quando invadem o habitat alatlos vetores artropodes (HART
al., 2008).

Ensaios sorolégicos como inibicdo da hemagluting@idy fixacdo de complemento
(FC) e neutralizacao (NT) tradicionalmente sédaailos no diagnostico das infec¢cdes
pelosOrthobunyavirusO método da IH € muito sensivel, embora reagiigadas com
outros membros do mesmo grupo possam aconteceét@oda FC é mais especifico
qgue IH e é capaz de detectar anticorpos que usosmparecem duas semanas apés o
inicio da infeccdo, podendo persistir por até @wmigs. O principio da NT € a inibicao
da infectividade viral pela acdo de anticorpos ltee especificidade cujo titulo pode ser
determinadain vivo ou in vitro. O teste da NT € considerado o padrdo ouro para o
estudo sorolégico dos arbovirus. (AQUINSD al, 2002; ZELENAet al, 2008). O
método de MacELISA vem sendo utilizado para a @éiede anticorpos do tipo IgM, o
que permite o diagndstico precoce da infeccdo alndante a fase aguda. Nos anos 90,
métodos de RT-PCR foram introduzidos para o didggmmsios Orthobunyavirus
especialmente dos sorogrupos Califérnia e Bunyam@&QUINOet al, 2002).

Os Orthobunyaviruspodem causar uma ampla variedade de manifestatidésas,
desde febre (virus Tahyna), artralgia febril (vi@spouche), encefalites (virus La
Crosse) até febre hemorragica (virus Ngari). Alg@mghobunyaviruspodem causar
ainda abortos ou efeitos teratogénicos no gadag\kabane, Schmallenberg e Cache
Valley). Embora a maior parte d@thobunyavirusproduza infec¢cées com sintomas
brandos, alguns podem causar infecgbes graves epemplevar & morte, como as
encefalites provocadas pelos virus do grupo Caidioe a febre hemorragica produzida
pelo virus Ngari (HARet al, 2008).

O virus Oropouche, do grupo Simbu, é de grande ritApcia para a saude publica,
sobretudo para os paises das Américas do Sul eaCemha vez que ja causou mais de
um milhdo e meio de infec¢cdes nessas regides. MesilBa febre do Oropouche é a
segunda arbovirose mais importante, com a ocoaéteidiversos surtos epidémicos e
uma grande morbidade. Na regido amazonica, fotiftada uma imensa variedade de

Orthobunyaviruscausadores de doenca aos seres humanos. Inqussil®gicos
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realizados na regido revelaram a presenca de gag@ara diversos arbovirus, como
0s virus Mucambo, Caraparu, Murutucu e Oriboca (ESHt al, 2007; AZEVEDOet
al., 2007b). Estudos epidemiolégicos conduzidos cooeptes acometidos por doenca
febril na América Latina evidenciaram uma prevai@&nde 2,5% de infeccdo por
OrthobunyavirusDas cinquenta e quatro amostras virais isoladata amostras foram
classificadas como virus do grupo C, dezoito con®O¥ e seis como Guaroa
(GROV), atraveés das técnicas de ELISA e NT (FORSIEEX., 2010).

O tratamento das arboviroses consiste em medidascpatrole dos sintomas e para
manutencédo do estado geral do paciente. Ainda si@o estabelecidos protocolos de
tratamento antivirais para @rthobunyavirus Estudos sugeriram a atividade antiviral
da ribavirina frente a infec¢des pelo virus La seoem seres humanos (HADDO&V
al., 2009). No entanto, estudas vitro demonstraram que a ribavirina ndo possui
atividade antiviral sobre outros membros do gér@rmobunyavirus,como o0s virus
Caraparu e Oropouche (LIVONES&t al,, 2006).

1.3.1 -Orthobunyavirusdo grupo C

O Laboratério de Virus de Belém foi fundado em 19564 pesquisadores do Servico
Especial de Saude Publica do Brasil e da FundagikeReller com o objetivo de
identificar os agentes causadores de doencas fetmelhantes a febre amarela que
acometiam a populacdo nas proximidades da cidad8eii&m. Os pesquisadores
concluiram que a doenca acometia trabalhadoreseglizavam atividades na floresta
(desmatamento e extracdo de borracha) e moradanegidio urbana que entravam em
contato com a floresta. Desde entdo, 0s pesqusadmnseguiram isolar mais de
10000 amostras pertencentes a cerca de 183 ddermbs de arbovirus, dos quais 157
foram pela primeira vez isolados no Brasil. Essasesiras foram isoladas de animais
sentinelas, animais selvagens, artropodes vetoms jgacientes com doencas febris
(CAUSEY et al, 1961; LEAOet al, 1997).

As amostras de virus isoladas foram enviadas p&wndacdo Rockefeller, em Nova
lorque, onde foram realizados estudos sorologistigos comparativos com virus de
outras partes do mundo. Concluiu-se que as amadtrd$1 arbovirus constituiam 18
sorotipos, sendo que 10 desses pertenciam a sposgoonhecidos, como sorogrupos
A, B, Bunyawera e Califérnia. Os outros sete dertrarsm constituir dois novos

sorogrupos denominados grupos C e Guama, e o Eorogstante (Tacaiuma) foi
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posteriormente agrupado no sorogrupmophelesA. Cerca de duzentas e cinco das
amostras isoladas correspondiam a virus do grupog@e demonstra a importancia e a

grande circulacdo desses virus na regido amaz@wlaSEY et al, 1961).

Posteriormente, outros virus do grupo C foram dadano Brasil, assim como em
outros paises. Sao eles: virus Itaqui, isolado er®PA no Brasil (SHOPEt al,
1961), virus Madrid e Ossa no Panama, virus Nepaydrinidad-Tobago e no Brasil
(SHOPE & WHITMAN, 1966), virus Restan em Trinidadipbago e Suriname
(JONKERSet al, 1967), virus Bruconha no estado de Sdo Pauld(&HAER et al,
1983) e virus Gumbo-Limbo nos Estados Unidos (SHAPRE3).

Um estudo de vigilancia epidemioldgica realizadtreer2003 e 2008 com pacientes
febris no Peru e na Bolivia resultou no isolamet#@lgumas amostras virais. Analises
filogenéticas demonstraram que alguns destes m®lagresentavam-se intimamente
relacionados ao virus Caraparu (FVB0426, FMDO78%)3973), enquanto o isolado

IQE7620, inicialente denominado Zungarococha, iestdamente relacionado ao virus

Marituba. No entanto, dois isolados (FSL2923 e IQM) apresentaram-se como um
provavel rearranjo entre os virus Caraparu (segmdnte S) e Madrid (segmento M).

Estes dois novos isolados foram denominados Itéyes \em referéncia ao rio que

circunda lquitos, onde o virus foi isolado (HANGal, 2014; HONT Zet al, 2015).

Atualmente, o sorogrupo C é composto por 15 vilwseu (APEUV), Bruconha
(BRCV), Caraparu (CARV), ltaqui (ITQV), Madrid (MAD), Marituba (MTBV),
Murutucu (MURYV), Oriboca (ORIV), Ossa (OSSAV), Rast(RESYV), Gumbo-Limbo
(GLV), Nepuyo (NEPV), Vinces (VINV), 63U11 e ItaydTAYAV). Todos estdo
associados a regides de florestas em regides drspecsubtropicais das Américas e
transmitidos a pequenos roedores, primatas naorasnanarsupiais e seres humanos

por mosquitos culicineos.

A atual classificacdo do grupo C é baseada em deda@ntigénicas determinadas
utilizando os testes de fixagcdo do complemento ,(R€ytralizacdo (NT) e inibicdo da
hemaglutinacéo (IH). De acordo com a classificagiologica por IH e NT, os virus do
grupo C podem ser divididos em quatro complexogy@micos: complexo Caraparu
(CARV, OSSAV, APEUV, VINV e BRCV); complexo Maritab (MTBV, MURYV,
RESV, NEPV e GLV); complexo Oriboca (ORIV e ITQVY complexo Madrid

30



O 00 N o v b~ W

10
11
12

13

14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32

(MADV), sendo este ultimo considerado o membro dagpg C antigenicamente mais
distinto (KARABASTOS, 2002; NUNESt al, 2005).

O ICTV atualmente utiliza como critérios para defio de espécies para o género
orthobunyavirus os dados sorologicos (reacdes daszpara NT e IH) e a divergéncia
de aminoacidos maior que 10% para a proteina N.eianto, a aplicacdo destes
critérios ndo tem se mostrado suficiente para iieasos virus do grupo C no nivel de
espécie, 0 que sugere a necessidade de revis&witdo®s de especiacdo (HAN&

al., 2014). Além disso, o fato dos virus do grupoe@m potencialmente sujeitos a
ocorréncia de rearranjos € outro fator que difecalia classificagcdo em espécies. Dentre
os 15 virus pertencentes ao sorogrupo C, apenas/CKWRDV, MTBV e ORIV sdo
considerados espécies virais na atual classificdQd€TV. Os demais membros deste

sorogrupo sao considerados sorotipos pertencerEasespécies (ICTV, 2012).

Em estudos realizados em 1962, SHOPE e colabosdfetiaram provas sorolbgicas
(FC, NT e IH) para 200 amostras do grupo C isolatagegido amazobnica. Eles
verificaram que as seis amostras prototipos bremsleem estudo (APEUV, CARV,
ITQV, MTBV, MURV e ORIV) mostravam padrdes antigéos distintos quando
analisados pelos testes de FC ou IH/NT. Em read®€5C, que determinam anticorpos
dirigidos contra a proteina N, 0s grupos que reagieuzadamente e apresentavam-se
como pares antigénicos eram: MURV/ORIV, ITQV/ICARWAEBV/APEUV. Ja nas
provas de IH e NT, que determinam anticorpos didagicontra as glicoproteinas Gc e
Gn, os pares antigénicos foram ORIV/ITQV, APEUV/CARe MTBV/MURV
(FIGURA 6) (SHOPEet al, 1962). Posteriormente, o sequenciamento comlaso
quatro amostras virais protétipo listadas pelo IQCARYV, ORIV, MTBV e MADV)
confirmaram os dados soroldgicos, uma vez que egtaBo virus se agruparam de
forma distante quando o dendograma para o segrivefdoanalisado, o que justifica a
auséncia de reacdes cruzadas nas provas NT e ING#Aal, 2014).

Os Orthobunyavirusdo grupo C encontram-se distribuidos em paisef\desicas do
Sul (Brasil, Peru, Equador, Venezuela, Surinameli@aria Francesa), Central (Panama,
Trinidad, Honduras e Guatemala) e Norte (Méxica®@os Unidos). Alguns virus tém

sido encontrados somente em determinados paigesptao os MADV e OSSAV no
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Panama; APEUV e BRCV no Brasil; VINV no EquadorGEV nos Estados Unidos.
No entanto, outros membros deste sorogrupo apessaumna distribuicdo mais ampla,
como os CARYV, ITQV, ORIV e MURV encontrados no Bka®eru, Venezuela,
Guiana Francesa e Trinidad. A taxa de anticorpoa pases arbovirus, observada na
populacdo humana de diferentes paises das Amédeatal e do Sul é bastante
variavel sendo verificada uma prevaléncia paraargos inibidores da hemaglutinacéo
de até 40% (Shopet al, 1988).

Segmento S
(Proteina N) /

Murutucu >

Marituba |=™ Caraparu

Segmento M
(Gc e Gn)

Figura 6. Relacdes soroldgicas entre os Orthobunyavirus do grupo C: Apeu, Caraparu, Itaqui,

Marituba, Murutuc_u e O_riboca. Fonte: SHOPE et al., 19_62 modificado por Magalhdes, 2004
Uma grande diversidade de hospedeiros invertebradogertebrados encontra-se

envolvida no ciclo natural de manutencgéo e transiislos virus do grupo C. Dentre 0s
hospedeiros invertebrados, mosquitos pertencentgémeroCulex principalmente ao
subgénerdvelanoconiumsao reconhecidos como vetores potenciais para agteses
virais. Além disso, varias outras espécies de icld@s pertencentes aos génekese,s
Limatus, Wyeomyia oquillettidia Mansonia e Psorophoreambém podem atuar como
vetores para os virus do grupo C. Em relagdo aepedeiros vertebrados, roedores
pertencentes aos génemoechimysOryzomysNectomysZygodontomysSigmodon

Heteromy<se certos marsupiais membros dos gén®muelphis Marmosae Caluromys
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sdo 0s mais comumente implicados no ciclo de magétedos virus do grupo C. Além
disso, NEPV e CARYV ja foram isolados de espéciesmdecegosArtibeus literatuse
Artibeus jamaicensi6SHOPEet al, 1988).

Os virus do grupo C sdo mantidos na natureza esncitdos silvestres de transmissao.
Um dos ciclos ocorre ao nivel da copa das arvarest@ansmissao dos virus é realizada
principalmente por mosquitos culicideos que infactaarsupiais durante o repasto
sanguineo. O outro ciclo ocorre ao nivel do sobbteansmissao viral € mantida entre
culicideos e roedores. Evidéncias ecologicas eeapaldgicas apontam para a
existéncia de fatores que servem de elo que igdenliestes dois ciclos silvestres,
tornando-os dindmicos entre si. Tais fatores rafese a coexisténcia de hospedeiros
vertebrados, invertebrados e dos virus do gruponQ@im ecossistema compacto, uma
vez que um mesmo virus pode infectar diferentespdumros invertebrados e
vertebrados. Um terceiro ciclo, envolvendo humapodg ocorrer circunstancialmente,
guando o homem adentra a floresta e se torna@aafechNeste caso, 0 homem passa a se
comportar como um hospedeiro incidental. (SH@PEI, 1988). O compartilhamento
de hospedeiros vertebrados e invertebrados e ast&eia dos virus do grupo C no
mesmo ecossistema permitem a ocorréncia de coddecpaturais de um mesmo
hospedeiro por dois ou mais sorotipos virais, o pode favorecer a ocorréncia de
rearranjos geneéticos e o surgimento de novas amsogtais com segmentos gendmicos

adquiridos de diferentes linhagens parentais.

Entre os quinze virus pertencentes ao sorogrupoz€ (CARV, ORIV, ITQV, NEPV,
APEUV, MTBV, MURV, RESV, OSSAV, IQTV, ITAYAV e MAD\) foram
associados a doenca em seres humanos, a qual ge@ld caracterizada como
autolimitada, semelhante a dengue, consistindelute f dor de cabeca, mialgia, nausea,
vomito e fadiga, com 2 a 5 dias de duracdo (NUNES, 2005).

Atualmente, o diagnéstico das infeccbes causadas @ethobunyavirusdo grupo C
ainda consiste de testes soroldgicos de FC, IH ePdiém, reacdes cruzadas entre 0s
diferentes virus dentro desse grupo podem ocouandp esses testes sdo empregados,
além de serem demorados e trabalhosos. Assim, mglosésoroldgicos sao de grande
utilidade e aplicabilidade em inquéritos sorolégicporém ndo sdo os mais adequados
para o diagnostico rapido durante a fase agudanéieccho, ou para andlises
taxondmicas e filogenéticas (AQUIN& al, 2002). A partir de 1990, foi introduzido o
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método de RT-PCR para o diagnéstico de algdiBobunyavirusespecialmente para
0s sorogrupos Califérnia e Bunyamwera. No entadtuns virus do sorogrupo C ainda
nao possuem uma caracterizacdo completa do seungem@ssim como dos aspectos

referentes a sua biologia, patogenia e epidemsl@RUINOet al., 2002).

1.3.2 — Caraparu, Apeu e Itaqui

O virus Caraparu (CARV BeAn 3994) foi isolado pplameira vez de um macaco
sentinela Cebus apellana Amazonia brasileira, na floresta de Utinga, Beiém do
Para. Posteriormente, o virus também foi isoladealtgue de individuos febris que
trabalhavam na floresta e de artrépodes na mesgi@oréCAUSEY et al, 1961). O
CARV é conhecido por ocasionar doenca em seres msn@MAGALHAES et al,
2007), e as manifestacfes clinicas mais comungebdie alta, dor de cabeca severa,
mialgia e prostracédo (IVERSSQ# al, 1987)

Estudos conduzidos pelo Instituto Adolfo Lutz (IAdg¢sde 1961 revelaram a presenca
de anticorpos contra o CARV em amostras de sanguavds silvestres na Mata
Atlantica no Estado de S&o Paulo (FERREIB®al, 1994). Em 1987, Iversson e
colaboradores identificaram um caso de doencal fetsrium homem, em Itapitangui,
no vale do Ribeira, no estado de S&o Paulo. O dsligo soroldgico identificou o
agente etiolégico como sendo o virus Caraparu.déstaonduzidos na mesma regiao
revelaram a presencga de anticorpos contra 0 CARSonw de trabalhadores saudaveis
que tiveram contato com a floresta, como tambénmaiiineres e criancas saudaveis
que nunca tiveram contato com esse ambiente. iggeres uma possivel transmissao

urbana desse virus nessa regiao (IVERS8OMN, 1987).

O virus Apeu (BeAn 848) foi pela primeira vez islaem 1955 de um macaco
sentinela Cebus apellpem Belém do Par4, e foi classificado como@rthobunyvirus

do grupo C dentro do complexo Caraparu (CAUS&Yal, 1961) O virus Apeu
provoca nos seres humanos uma doenca caractepa@admtomas semelhantes a gripe,
incluindo dor de cabeca, febre alta e mialgia, pddeestar associados a nausea,
vomitos, prostracdo, fadiga e fotofobia, com duvad@ 2 a 5 dias (GIBB& al, 1964).
Atualmente, o ICTV néo classifica o0 APEUV como uespécie viral. Este virus é

classificado como um sorotipo viral pertencents@éeie Caraparu.
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Magalhdes e colaboradores (2011) sequenciaram @gastesegmentos S (765 nt), M
(1131 nt) e L (1254 nt) da amostra APEUV BeAn 848. analises filogenéticas
demonstraram que o segmento S desta amostra vinaité diferente do segmento S
dos Orthobunyavirus até entdo sequenciados. Estudos recentes denmmamstra
proximidade do segmento S desta amostra viral cofTBV. Por outro lado, a arvore
filogenética feita com base no segmento M destasameiral (APEUV BeAn 848) a
agrupou dentro do complexo Caraparu juntamente\ddy e CARV. Os dados
sugerem que o0s segmento S e M do APEUV (BeAn848siypelmente possuem
origens distintas (HANGt al, 2014; MAGALHAESet al, 2011).

O virus ltaqui (BeAn 12797) foi isolado em 1956 wla macaco sentinelaCé€bus
apella) na Amazonia brasileira proximo a Belém do Pai@ elassificado por métodos
sorologicos como un@rthobunyavirusdo grupo C e agrupado no complexo Oriboca.
Apos 1956, o virus Itaqui (ITQV) foi isolado de waso de infeccdo humana, macacos
e camundongos sentinelas e roedores silvestreqic® Gaso de infeccdo em seres
humanos por ITQV relatado até hoje ocorreu em umemo de 17 anos que apresentou
dores de cabeca e febre em novembro de 1959 enquahalhava numa clareira as
margens da Floresta Oriboca proximo a Belém. Agalg prova de IH e NT o ITQV
foi relacionado ao virus Oriboca e foi indistigdide CARV através da prova de FC
(SHOPEet al, 1961). Uma investigacdo molecular seria inviabdia no caso de uma

suspeita de infeccéo por este virus, visto queha&equéncias publicadas para o ITQV.

Os dados demonstram que pouco se conhece sobezaasedsticas moleculares dos
virus do grupo C APEUV e ITQV e revelam a necesidde uma caracterizacéo
molecular mais aprofundada destas amostras viaando elucidar as diferencas e
semelhancas entre esses agentes, confirmar a assafich¢cdo sorologica e fornecer
métodos de diagnostico mais especificos, uma vez aporrem reacdes cruzadas

quando os métodos soroldgicos atualmente empregadatilizados.
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O desequilibrio dos ecossistemas associado aoiroego urbano desordenado
intereferem nos ciclos que mantém os arbovirus atareza e leva a exposicao da
populacao a agentes infecciosos emergentes e mg@mes, dentre 0os quais se incluem
os arbovirus. As doengas emergentes virais que eieama populacdo humana sdo
agravadas pelo desconhecimento, na maior parteveiges, dos agentes etiologicos
dessas doencas, o que dificulta o seu diagnostatamento e controle epidemioldgico.
As arboviroses emergentes e re-emergentes vémeadorrem diversas partes do
mundo, e muitas vezes em carater epidémico. Dessas doencas destacam-se no

Brasil a dengue, a febre amarela e a febre do Qoo

O Brasil, por ter grande parte do seu territoricoberto por florestas tropicais, € um
ambiente altamente favoravel para o surgimentontee¢des humanas por arbovirus
mantidos em ciclos zoonoticos. Esses virus podertragsmitidos aos seres humanos
guando esses penetram no seu ambiente naturalpdampse estabelecer em ciclos
urbanos causando grandes epidemias, como ocorreaaengue em grande parte do
pais e com a febre do Oropouche na regido Amazoé@icasco de emergéncia das
arboviroses no Brasil também estéa relacionado sténdia de grandes centros urbanos,
ocupados de maneira desordenada e que abrigant@esddeais para a manutencao e
disseminacéo das arboviroses. A presenca de vé@uésxe Aedes aegyptialtamente
antropofilicos e capazes de manter os arbovirusigos urbanos, é um fator agravante

para a ocorréncia de epidemias envolvendo as adseg.

As mudancas sofridas pelo ambiente interferem nia$osc dos arbovirus, e,
consequentemente, é possivel que membros da fduiligaviridaepossam se tornar
importantes agentes infecciosos emergentes e regentes. Além disso, o amplo
espectro de hospedeiros vertebrados e de veta@tabrados e sua ampla distribuicéo
em diversas partes do mundo podem contribuir paemargéncia dos virus dessa
familia. O potencial de emergéncia e re-emergémita membros da familia
Bunyaviridaeé bem exemplificado pelos Hantavirus, cuja elevatd incidéncia de
infeccbes teve como causa principal o aumento daulpgdo de roedores, em

decorréncia do aumento do cultivo de gréos.

Os Orthobunyavirusdo grupo C representam um grupo de arbovirus reciidimente
responsaveis por ocasionar infeccbes em seres lbgngapela grande circulacdo na

regido da Amazonia. No entanto, nos ultimos anbddmonstrada a circulacdo desses
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virus em outras regifes do Brasil, especialmentestado de S&o Paulo, onde inclusive
foram reportados casos de infec¢cdes humanas. tsstewa a crer que a distribuicao

desses virus € ainda muito pouco conhecida e gsapoexistir outros membros deste
sorogrupo ainda néo isolados circulando na natucegae reflete o direcionamento dos
estudos para as areas nas quais esses virus foigainiente isolados e onde ha

programas especificos de estudo das arboviroses.

Além disso, dificuldades de interpretacdo dos tadok obtidos nesses estudos sao
frequentes, uma vez que as relagdes sorologices @ntwirus do grupo C sao bastante
complexas e as reacgOes cruzadas nos testes sooglagilizados para identificar e
classificar esses virus sdo bastante comuns. Igsntea para as perspectivas de
substituicdo dos métodos de diagndstico sorologimdes métodos moleculares, que
sdo muito mais especificos. Para tanto, maiorehemmentos sobre a biologia
molecular desses virus sdo0 necessarios, 0 que camplia necessidade de
sequenciamento e caracterizacdo do seu genoma.suBovez, a caracterizacdo do
genoma dos virus do grupo C permitirda o entendimetds complexas relagbes
antigénicas existentes entre os diferentes somtip@ue muitas vezes dificulta a sua
classificacdo no nivel de espécie, aléem da detededuossiveis padrbes de rearranjo,

um mecanismo comum entre membros do gé@etimobunyavirus
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3.1 - Objetivo geral:

Caracterizacdo molecular d&rthobunyavirusdo grupo C Caraparu (BeAn 3994),
Apeu (BeAn 848) e Itaqui (BeAn 12797) e padronipaghe um ensaio de PCR

qualitativo para deteccao dos virus Caraparu, Apkaqui.

3.2 - Objetivos especificos:

3.2.1- Caracterizacao molecular do Caraparu:

»  Concluir o sequenciamento do segmento L.
» Realizar o sequenciamento parcial dos segmentos M

»  Andlise filogenética e comparacdo com as sequémigasutros membros da
familia Bunyaviridae génerdOrthobunyaviruse sorogrupo C

3.2.2- Caracterizacado molecular do Apeu:

»  Concluir o sequenciamento do segmento L.

» Identificar, na sequéncia deduzida de aminoacidogresenca de regides
importantes para o desempenho da funcdo da RNAese viral, bem como

das demais regidoes conservadas entre os membfasiia.
»  Realizar o sequenciamento parcial do segmento M

» Andlises filogenéticas e comparacdo com as seqaedos segmentos M e L de
outros membros da familBunyaviridae géneroOrthobunyaviruse sorogrupo
C.
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3.2.3 — Caracterizagao molecular do Itaqui

» Seguenciar parte dos segmentos M e L.

» Analises filogenéticas e comparacdo com as seqagdos segmentos M e L de

outros membros da familBunyaviridae géneroOrthobunyaviruse sorogrupo

C.

3.2.4 — Padronizacdo da PCR para identificar o©rthobunyavirus do grupo C

CARV, APEUV e ITQV

» Selecionar regides gendémicas alvo nos segmentos;M e

» Desenhar iniciadores adequados;

» Realizar a PCR a fim de identificar e diferencisutr@s amostras virais (CARV,

APEUV e ITQV)
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4.1 — Células

4.1.1 — Células Vero

As células da linhagem continua Vero, derivadagpilio de rim de macaco verde
(Cercopithecus aethiopsforam adquiridas originalmente da American Typdture
Collection (ATCC), Maryland, USA, na passagem nlork26. Essas foram cultivadas
no Laboratorio de Virus da UFMG por um namero dekecido de passagens. Essas
células foram utilizadas para multiplicacdo e &itdlo de virus. Células vero foram
utilizadas para multiplicagdo do virus pela suapacidade de IFNs do tipo |, devido a
uma delecdo cromossOmica nas sequéncias génicagxguessam IFNs do tipo |
(PETRILLO-PEIXOTOet al, 1980; DIAZet al, 1988) e, por isso, hdo sdo capazes de

produzir essas citocinas frente a estimulos.

4.1.2 - Meios de cultivo

As células vero foram cultivadas em meio minimddgle (MEM), suplementado com
5% de soro fetal bovino (SFB) (CULTILAB, Brasil),egtamicina (50 pg/mL),
penicilina potassica (100 U/mL) e fungizona (2 plgymAs células foram mantidas em

garrafas apropriadas e incubadas em atmosfera de(3% 37°C.

Os subcultivos das linhagens foram realizados dervalos de 2-3 dias, utilizando
solucéo salina tamponada por fosfato (PBS: NaCilv6 NaaHPO, 40 mM; KHPOQy;
pH 7,2) e solucédo de tripsina EDTA (NaCl 136 mM; IKCmM; glicose 55 mM,;
NaHCG; 69 mM; 0,5 g p/v tripsina 1:250 (Difco); EDTA 0,5Mn 1% vermelho de
fenol).
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4.2 - Amostras virais

4.2.1 - Origem

Nesse estudo foram utilizadas as amostr@dbobunyavirusdo grupo C Caraparu
(BeAn 3994), Apeu (BeAn 848) e ltaqui (BeAn 1279@htidas da ATCC. Estas
amostras originais foram previamente clonadas éiqadas de placas de lise em
monocamada de células Vero. Os clones obtidos@aRy (Clone 9), APEUV (Clone

5) e ITQV (Clone 1) foram utilizados neste estudo.

4.2.2 - Producéo dos estoques virais

Os virus foram multiplicados em garrafas (18%)coontendo monocamada completa
de células Vero (20xf@élulas). A adsorcéo foi feita a uma multiplicidatéeinfeccéo
(m.o.i.) de 0,1, a 37°C, em atmosfera de 5% de €& homogeneizacdo em intervalos
regulares de 10 minutos durante 1 hora. Em segmday MEM com 2% de SFB foi
acrescido para um volume final de 25 mL, e a ganafubada até o efeito citopatico
atingir 70 a 90% da monocamada. O sobrenadanteuttasas infectadas foi clarificado
por centrifugacdo a 2500 rpm por 5 minutos a 4éteibuido em aliquotas de 200 pL
gue foram armazenadas a -70°C para posteriorgitola uso.

4.3 - Titulacdo dos estoques virais

4.3.1 - Titulacdo dos virus pelo método de Dulbecco

Em placas de seis pocos contendo células Vero €8mde confluéncia (1x£@élulas)
sao adicionados 500 puL de diluicbes seriadas ds eim 5 camaras, sendo 1 reservada
para o controle de células. Apés 1 hora de adsoo;dueio € removido e sao
acrescentados, a cada camara, 2,0 mL de DMEM s#iosacrescido de 2% de
carboximetilcelulose (CMC) e suplementado com 29&HEB, seguindo nova incubacéo
a 37°C em atmosfera de 5% de C8pds o aparecimento das placas de lise, 0 meio é
desprezado e as células fixadas com solucédo defard0% por 30 minutos. A seguir,

a monocamada é corada com solugdo de cristal &i¢lét de corante em 20% de
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solucdo alcodlica), por 15 minutos. O titulo € esgp em unidades formadoras de
placa por mililitro (UFP/mL), calculada pelo numete placas (entre 30 e 300 placas) e
multiplicando pelo inverso da diluicdo (DULBEC@Dal, 1954).

4.3.2 — Titulagdo do virus pelo método de TCID50

As células Vero sdo implantadas em microplacassdsfharas, em MEM 5% de SFB.
Apés 24h, o meio é retirado, sendo acrescentadfsull@as diluicdes dos virus
(diluicdes 10" até 10 em meio MEM 2% de SFB. A coluna da microplaca
correspondente ao controle de células recebe (108e MEM 2% de SFB em
substituicdo as diluicbes dos virus. Ap0s a homeigagdo, as microplacas sao
incubadas em atmosfera de 5% de,GCB7°C. A leitura das mesmas é feita a cada 24h
durante 5 dias. O titulo viral € determinado atsagié dose infectante para 50% da
cultura de tecido (TCID50), calculado pelo métode BREED & MUENCH
(SCHMIDT, 1979).

4.4- Sequenciamento dos virus Caraparu, Apeu e liiaq

4.4.1 - Extracao do RNA viral dos virus Caraparu, Aeu e Itaqui

O RNA viral dos virus Apeu, Caraparu e Itaqui fotido do sobrenadante de células
infectadas e mortas pelo congelamento a -70°C eodgslamento. O RNA foi
purificado utilizando o QIAamp Viral RNA Kit (Qiage Germany), conforme
recomendacgdes do fabricante. O RNA foi quantificadoespectrofotdmetro ND-1000
(nanoDrop Technologies) e estocado a -70°C atérmentm do uso.

4.4.2 - Amplificacdo do segmento gendémico

Os iniciadores utilizados para amplificar os segeendo genoma viral foram
desenhados tendo como base as regides consenseqdéndas disponiveis no
GenBank (National Center for Biotechnology Inforraat USA) para alguns membros
do géneroOrthobunyavirus(BUNV, ZUNV, CARV, APEUV, etc). Os iniciadores
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1 foram desenhados a partir de regides conservadagprddéeinas virais através do
alinhamento das sequéncias inferidas de aminoapiiasos segmentos destes virus. A

medida que novas sequéncias eram obtidas, esthértaforam utilizadas como molde

~ w N

para desenhar novos pares de iniciad@réB8ELA 2).

Tabela 2 Iniciadores utilizados para amplificar os segmerds genémicos dos virus do grupo C.

Iniciador Sequéncia (5— 3) Segmento
Amplificado

CARAS64F TTCATTTGACGTGATGA L
CARAL5973F TCTTAATATGGACTGCTC L
CARA5535F AGAGTTTCATGGAATAACTGG L
BUNL3643F GCAACCAGGCCAATATGAAG L
CARAL3534F GGAAGATGTAATGTAAATAGTATG L
ZUNVL2500F ACATTTACCAGTTCCAAGTC L
APEUL3971F AAGGTATTTTTGTTCGACAGG L
CARAL198F ATAGGGATTGAGTACAGGAAT L
CARAL1F AGTAGTGTACTCCTCAGTTAT L
APEUL1128F GATGTTGAAAAATATGAAAC L
APEUL1842F ATTAGACAAGGAGCGTTGTCA L
APEUL1801F CATATAAAGTTAAGGGGGGAT L
BUNL4827F CTTATTCACCATTCCCCTGC L
CARAST783R GATTACGCTAAACGGATACC L
APEUL6904R TGGAACATTTCAGTATCTTT L
CARAL6055R TCCATTGAAGAATACCAT L
BUNL5254R CCACGATAATCATTTCACTTG L
BUNL5505R GCCAGTTATTCCATGAAACTCTTTC L
APEUL4900R CTTCATTAGCACCGCCCA L
APEUL3663R GATTTCCAAAAGATAAGCAGC L
APEUL4507R TGTGTTGGGCTTTGTATAGAT L
CARAL2047R GATAGTGCTAGCGAATTCAT L
APEUL1028R GCCAACTTTATCAATTTAGTA L
APEUL1958R TCGATAATGATGTGAAGAATG L
APEUL2699R TCAAAGTCACGTTCTGATTC L
APEU1540MF ACTGACATCCTGGG M
APEUL1801F CATATAAAGTTAAGGGGGGAT M
CARA3250MF TGGGGATGTGAAGAAT M
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CARVM2689F CATCAAAGTCCAAAAG M
CARV3856MR AATGCATCCTACGCA M
CARV3178MR GCATCTACCTGTGCA M
ZUNVL2900R TCGATTGCAGGCTTATCTTC M
M

APEUVM3248R ACACCCAAATTCTTC

4.4.3 - Condic¢des das amplificacdes

As reacOes de RT PCR foram realizadas em um vofumakede 20pL. Um volume de
5uL dos RNAs extraidos do sobrenadante de céluitesctadas foi colocado em
microtubos juntamente a 50 picomoles dos iniciaglsemso e foram incubados a 70°C
por 5 minutos e no gelo por 5 minutos. Esse pad®ita para facilitar a ruptura de
estruturas secundarias do RNA e para desfazervpassidimeros de iniciadores.
Posteriormente, ainda em banho de gelo, foram aadidos: 1,25uL de dNTPs
(10mM), 2uL de Dithiothreitol (DTT 100mM) (PromeddSA), 1 uL de transcriptase
reversa M-MLV (200 U/ pL) e 4pL de tampéo 5X daisra (250mM tris pH 8.9,
15mM MgCh, 37 mM KCI). Um volume de 1,75 pL de agua foi amhado para
completar volume para 20uL. As reacdes foram masitad 42°C por 60 minutos. Os

cDNAs obtidos foram submetidos a amplificacéo poRP

As reacOes de PCR foram realizadas em volumedm&0uL, na qual foram utilizados
2uL das reacOes de RT, 1,2uL de Mg@5mM), 2uL de tampédo 10X, 0,2uL da
enzima Tagl10 (2,5U/uL), 0,5uL dos iniciadores senaatisenso (10pM/uL), 0,5uL de
dNTPs (10mM) e 13,1uL de agua para PCR.

As reagdes de PCR foram processadas em termocicdabdoum ciclo de 3 minutos a
95°C, 35 ciclos de 45 segundos a 95°C, 45 segun@&@8C e 1 minuto a 72°C, e um
ciclo final de extenséo de 5 minutos a 72°C. Aglagiies das reacdes foram otimizadas
para cada par de iniciadores utilizados. Para algares de iniciadores um gradiente de
temperaturas foi realizado para identificar a terajpea ideal de amplificag&o.

Ao produto de cada reagdo e ao marcador de tamawohecular foi adicionado o
SYBR® Safe DNA gel stain (Invitroger estes foram separados em gel de agarose a
1%, em TAE 1X, a uma d.d.p. constante de 100V.r@gientos serdo visualizados em

transluminador ultravioleta e os geéis analisadfmdagrafados. As bandas referentes aos
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amplificados desejados serdo cortadas do gel cstarbcirlirgico e posteriormente
purificadas com o Kit QIAEXII gel Extraction (Qiage

4.4.4 - Ligacao dos produtos de PCR ao vetor pGEM-T

Os fragmentos amplificados pela reacdo de PCR Hicadios foram inseridos no
plasmideo pGEM-T, utilizando o sistema de clonag&iEM-T Easy Vector Systems
(Promega, USA).

Para a reacao de ligacao foram adicionados 5pardpdo de ligacéo (2 X), 1 pL (3 U)
da enzima T4 DNA ligase, 1 pL (50 ng) do pGEM-T @L3do DNA. As reac¢des foram
incubadas a 4°C por 18 horas. O produto da ligkmaatilizado para a transformacéo

deEscherichia colDH5a quimicamente competentes.

4.4.5 - Transformacéao bacteriana por choque térmico

Os produtos da ligacédo dos fragmentos de PCR a0 p&EM foram utilizados para a
transformacdo dé&scherichia coliDH50 quimicamente competentes, preparadas de

acordo com protocolo descrito por Sambrook e cobadmes em 1989.

Em microtubo foram adicionados 10 pL do materialvpniente da ligacdo e 50 pL da
bactéria quimiocompetente. Os tubos foram mangsodanho de gelo por 30 minutos
e, posteriormente, incubados a 42°C por 2,5 mineitoganho de gelo por 2 minutos. A
seguir, foram adicionados 500 pL de meio LB 1X sertibidtico (Bacto triptona 1%
p/v, estrato de levedura 0,55 p/v, NaCl 171mM) dasérias incubadas a 37°C, sob
agitacdo, durante 1 hora. As bactérias foram sedadas por centrifugacdo, o
sobrenadante desprezado e ressuspendidas em ¥meio LB 1X. A suspensao foi
entdo inoculada em placas de Petri contendo meioagBr suplementado com
ampicilina (50 pg/mL). As placas foram incubad&yv2C por 18 horas (SAMBROOK
et al, 1989; HANAHANet al, 1991).
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4.4.6 - Triagem das coldnias por PCR

As colbnias bacterianas obtidas foram coletadasreeadas em 10 ml de meio LB1X
contendo ampicilina (50 pg/mL). Os clones bact@saentdo foram triados para
verificar a presenca dos amplificados de interaiBeando iniciadores especificos para
o inserto e para o vetor. Aliquotas de 2uL dasucadt foram utilizadas como molde
para a reacdo de PCR, conforme protocolo ja desdds produtos obtidos foram

separados em gel de agarose a 1%, em TAE 1X, alizagdos sob luz ultravioleta.

Aliguotas das col6nias identificadas como positif@am congeladas com 30% de

glicerol a -70°C.

4.4.7 - Obtencao do plasmideo para sequenciamento

Foi utilizado o kit PureYield™ Plasmid Miniprep $gs (Promega-USA) para
obtencdo do DNA plasmidial das culturas obtidassapr@nsformacao, conforme
instrucdes do fabricante. O DNA plasmidial obtido dosado em espectrofotdmetro
ND-1000 (nanoDrop Technologies) e armazenado eazdrea -20°C, até 0 momento

do uso.

4.4.8 — Sequenciamento

O sequenciamento foi realizado pelo método didesoxi sequenciador automatico
capilar MegaBacel000 (GE HEALTHCARE), utilizanddkio DYEnamic™ ET Dye
Terminator (MegaBACE" - GE Healthcare), obedecendo as condicdes deoremca
leitura indicadas pelo fabricante (SANGERal, 1977).

A reacdo de sequenciamento foi realizada com esadures universais do M13 em
placa de 96 camaras, em termociclador Eppendowedbmastercycle®. As condigbes
utilizadas na reacdo foram: desnaturacdo a 95°C2posegundos, pareamento dos
iniciadores a 50°C por 15 segundos, extensdo a pOP@ minutos, sendo esse ciclo

repetido por 35 vezes.
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Os resultados do sequenciamento foram armazenaldsrma de cromatogramas
processados automaticamente pelo equipamento.qi€mseas entdo foram analisadas

e trabalhadas para eliminar regiées do vetor e agent das sequéncias consenso.

4.4.9 - Andlise das sequéncias

Para montagem e visualizacdo das sequéncias fiosisromatogramas obtidos no
sequenciamento foram analisados utilizando os anogs Phred (EWIN®t al., 1998a;
EWING et al, 1998b) através da homepage da EMBRAPA (EmpressilBira de
Pesquisa Agropecuaria) (http://asparagin.cenammapa.be/phph As sequéncias

foram entdo agrupadas através do programa de neontdg sequéncias CAP3 para
obtencdo das sequéncias consenso. As sequénceensonforam entdo comparadas
com sequéncias depositadas no GenBank, utilizandopragrama BLASTn

(ALTSCHUL et al, 1997; www.ncbi.nIm.nih.gov/blgstAs sequéncias de aminoacidos

foram deduzidas a partir das sequéncias nucleasiditravés do programa “Six-Frame
Translation” (http://www.bioline.com/calculator/0l3.html) e foram comparadas a

sequéncias depositadas no GenBank com auxilioadpgna BLASTp.

O alinhamento das sequéncias deduzidas de amingafmd realizado no programa

MultAlin (http://multalin.toulouse.inra.fr/multaliff). Os percentuais de identidade de

aminoacidos e nucleotideos foram calculados atraslés software LALIGN
(http://lembnet.vital-it.ch/software/LALIGN_form.htjn Mdltiplos alinhamentos de
sequéncias foram gerados pelo software ClustalWrograma MEGAS e estes foram

revisados manualmente.

4.4.10 — Inferéncias filogenéticas

Analises filogenéticas foram feitas separadamente para os segmentos M e L dos virus
Caraparu, Apeu e Itaqui. As arvores foram construidas pelo método de distancia
Neighborn-Joining (“agrupamento de vizinhos”) (NJ), e pelo método de Méxima

Parcimonia (MP).
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Os métodos de distancia se baseiam no fato de que as diferengas entre sequéncias
homoélogas originam-se a partir de mutagdes (substituicdes) que ocorreram em
linhagens que se diversificaram a partir de seu ancestral comum. A quantificagdo
dessas diferencas pode ser utilizada para a inferéncia de filogenias, sendo esta
quantificagdo expressa na forma de valores de distancia. Os algoritmos de
reconstrugdo filogenética que utilizam essas medidas sdo conhecidos coletivamente

como métodos de distancias.

Por outro lado, os métodos baseados em caracteres discretos reconstroem a &rvore
filogenética diretamente a partir dos dados. O método de MP se baseia em um
modelo de evolugdo onde uma mudanga é mais provével do que duas. Ou seja,
trata substitui¢des independentes gerando o mesmo resultado como um evento
relativamente raro. Assim ele busca encontrar a drvore que requer o menor
nimero de mudangas (mais parcimoniosa) para explicar as diferencas

observadas entre sequéncias (MATIOLI, 2001).

Enquanto os métodos de distancia reduzem a variacdo entre duas sequéncias a uma
tnica medida de distancia entre elas e trabalham com essas distdncias na estimativa da
arvore final, os métodos baseados em caracteres discretos analisam cada sitio
separadamente e constroem a arvore final diretamente a partir dos préprios caracteres

(MATIOLI, 2001).

Assim as arvores utilizando-se o modelo de distdncia NJ foram construidas no
programa MEGAS, e o modelo de substituicdo de nucleotideos utilizado foi o modelo
de distancia PAM (Point Accepted Mutation), também conhecido como modelo de
Dayhoof. Este modelo é utilizado para drvores construidas a partir de sequéncias de
aminodcidos e leva em consideracdo o fato de que as substitui¢des ocorrem mais
frequentemente entre aminodcidos com propriedades bioquimicas semelhantes.

(MATIOLI, 2001).

As &rvores construidas por MP foram feitas com o auxilio do programa
MEGAS5, onde 100 arvores aleatérias iniciais foram usadas para a busca da

arvore e usando o algoritmo NCI (“closest-neighbor interchange”) (MATIOLI,
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2001). Para se medir a confiabilidade dos ramos reconstruidos por ambos os
métodos, utilizou-se o teste de “Bootstrap”. Durante as andlises filogenéticas,

foram feitas andlises com 1000 pseudo-réplicas de “bootstraps”.

4.5 PCR convencional para deteccdo dos Orthobunges/ido grupo C CARYV,
APEUV e ITQV

4.5.1 Regiao Alvo e Iniciadores

Os segmentos L e M serdo alvo da amplificacdo @i Para identificar e diferenciar
as infeccoes por CARV, APEUV e ITQV. Os pares deiadores empregados
encontram-se descritos na Tabela 3.

Tabela 3 Pares de iniciadores utilizados para amplificarsegmentos L e M de CARV,
APEUV e ITQV

Iniciador Senso Iniciador anti-senso Segmento alvo
CARVL1516F CARVL2018R L
APEUV1128F APEUV1958R L
ITAQM3245F ITAQM3699R M
APEUM3372F APEUM3880R M

*As sequéncias dos iniciadores encontram-se dasard Tabela 2

4.5.2 Extracédo do RNA viral

A extracdo do RNA viral sera realizada conformecdsno item 5.4.1.

4.5.3 Condicdo das amplificacdes

A transcricdo reversa e da PCR serdo realizada®room as condicdes peviamente

descritas no item 5.4.3.
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5.1 Caracterizacdo Molecular do segmento L paravasis Caraparu, Apeu e Itaqui

5.1.1 Amplificacdo do segmento L dos virus CaraparuApeu e Itaqui e obtengéo

das sequéncias consenso

5.1.1.1 Amplificacdo do segmento L do Caraparu

Magalhdes e colaboradores (2007) sequenciaramaeteazaram 5555 nucleotideos do
segmento L da amostra CARV BeAn3994, restando a&pemdamente 1200
nucleotideos ndo sequenciado na extremidade 3’ qga@bter a sequéncia completa
deste segmento. Para amplificar a extremidade 3edmento L do CARYV, trés pares
de iniciadores foram utilizados. Curiosamente, a@sciadores CARASG64F e
CARAS783R, desenhados para amplificar o segmerdo ARV, amplificaram de
forma inespecifica o segmento L, o que resultouanseguéncia de 225 nt. Em seguida,
esta sequéncia e a sequéncia parcial do segmedtoAPEUV disponivel até entdo
(GenBank: FJ859039.1) foram utilizados como moldeapdesenhar os dois outros
pares de iniciadores utilizados. As regides angalifas por cada um dos pares de
iniciadores encontram-se representadas na Figurdoram sequenciados 1276
nucleotideos que complementam a sequéncia de 55k3eotideos obtidos
anteriormente. A sequéncia consenso total obtidaesapta 6831 nt e corresponde a

sequéncia completa do segmento L, responsavebpldioar a RNA-polimerase viral.
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Segmento L CARV (~7000 pb)

0 Kb 1Kb 2 Kb 3 Kb 4 Kb 5 Kb 6 Kb 7 Kb

1pb 5555 ph '?
CARAS6AF CARAS783R
> €

CARAL5973F APEUL6904R

CARAS5535F CARAL6055R

5556 pb 6831 pb
I I

SequénciaConsenso - 1276 nt

¥

1pb .. 6831 ph
| Sequéncia Consenso total - 6831 nt |

Figura 7. Esquema utilizado para amplificar o segm&o L do CARV. Os pares de iniciadores
utilizados e a regido alvo de cada um deles es@@sentados pelas set@ara amplificar o segmento L

do CARYV foram utilizados 3 pares de iniciadores.régides alvo de cada um deles podem ser estimadas
através da escala representada na figura. A sequéansenso obtida possui 1276 nucleotideos e
complementa a sequéncia de 5555 nucleotideos @mterite publicada. A sequéncia consenso total
obtida possui 6831 nucleotideos e correspondeugreim completa do segmento L do CARV.

5.1.1.2 Amplificacdo do segmento L do Apeu

Para amplificar o segmento L do APEUV foram utiliaa 10 pares de iniciadores.
Inicialmente foram utilizados iniciadores desenlkadmm base na sequéncia do
Bunyamwera (NC_001925.1) (protétipo da familia) #RY (EF122411.2). A medida
gue as sequéncias para o APEUV foram obtidas eacpublicacdo da sequéncia do
ZUNV (IQE7626) (JN157805.1), foi possivel utilizestas sequéncias como molde para
a criacéo dos iniciadores. As regides amplificgataiscada um dos pares de iniciadores
utilizados encontram-se representadas na FiguraFddam sequenciados 5538

nucleotideos que complementam a sequéncia de 1@8kotideos publicada por
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Magalh&es (2011) para a mesma amostra do APEU¥ghAéscia consenso total obtida
2 apresenta 6792 nucleotideos e corresponde a sému@mpleta do segmento L do

3  APEUV, responsavel pela expressédo da RNA polimeriaske

4
Segmento L — APEUV (~7000 pb)
| 1 1 1 1 1 | |
| | | | | | 1 1
0 Kb 1Kb ZKb 3Kb 4Kb 5 Kb 6 Kb 7 Kb
'l) 5539pb 6792 pb
: L
1254 hu
—_ «— —
CARAL198F CARAL2047R BUNL3G643F BUNLS254R
— < —> <
CARALLF  APEUL1028R BUNL3643F BUNL5505R
—> < — <«
APEUL1128F APEUL1358R CARAL3534F APEUL4900R
o <
ZUNVL2500F APEUL3663R
—> <
5> < APEUL3971F APEUL4507R
APEUL1842F APEUL2699R
—
APEUL1801F APEUL2699R
| SequénciaConsenso— 5538 nu I
1 ph 5538 pb
! Sequéncia Consenso Total !
1 pb q 6792 pb
5
6 Figura 8. Esquema utilizado para amplificar o segm&o L do APEUV. Os pares de iniciadores
7 utilizados e a regido alvo de cada um deles es@@sentados pelas set@ara amplificar o segmento L
8 do APEUV foram utilizados 10 pares de iniciador8s. regiBes alvo de cada um deles podem ser
9 estimadas através da escala representada na #gseguéncia consenso obtida possui 5538 nuclestide
10 e complementa a sequéncia de 1254 nucleotideosoamtente publicada. A sequéncia consenso total
11 obtida possui 6792 nucleotideos e correspondewgseim completa do segmento L do APEUV.
12
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5.1.1.3 Amplificacdo do segmento L do Itaqui

Para amplificar parcialmente o segmento L do ITQNsgares de iniciadores foram
utilizados e as regides amplificadas por cada ul®sdencontram-se representadas na
Figura 9. Foi possivel amplificar dois fragmentas ségmento L: 1469 — 2047 pb e
4886 — 5555 pb, resultando na obtencdo de duasérsgiga consenso com
respectivamente 579 e 670 nt de extensdo. E impertdestacar que ndo ha na

literatura sequéncias publicadas para o segmed®ITQV.

Segmento L ITAV (~7000 pb)

CARAL198F CARALZ2047R BUNL4327F BUNLS505R
— < — <
1469ph 2047 pb 4886ph 5555 pb
lllllllllllllllll | IllllllllllllllllllllllllllllllllI Illlllllllllllllll
Sequéncia consenso - 579 nt Sequéncia consenso - 670 nt

Figura 9. Esquema utilizado para amplificar o segma&to L do ITQV. Os pares de iniciadores
utilizados e a regido alvo de cada um deles es@@sentados pelas setdara amplificar o segmento L

do ITQV foram utilizados 2 pares de iniciadores.régides alvo de cada um deles podem ser estimadas
através da escala representada na figura. Foradasi® sequéncias consenso, sendo uma com 578 nt e
outra com 670 nt de extenséo.

5.1.2 Andlise das sequéncias gendmicas

5.1.2.1 Segmento L do Caraparu

A porcdo do segmento L do CARV sequenciada nestbaltto localiza-se na
extremidade 3’ deste segmento, entre 5556 e 688leatideos, numa regido ainda

muito pouco caracteriza para a famBianyaviridaeno que diz respeito a sua funcéo.
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A Figura 10 apresenta o alinhamento da sequéncamnileoécidos inferida a partir da
regido entre 5556 e 6831 pb (porcéo carboxi-tedrmdaaRdRp) para o CARV e sete
Orthobunyavirus(APEUV, BUNV, LACV, SSHV, TAHV, OROV e AKAV). O
alinhamento demonstra, em vermelho, a presenca Igiemas regides bastante
conservadas na porcdo carboxi-terminal da RdRpOdti®bunyavirus Este resultado
era esperado por ser a RARp a proteina mais cadsemntre os bunyavirus. No
entanto, € possivel observar que os ultimos 4Gaaaxttemidade C-terminal sdo muito
pouco conservados entre as amostras analisadage pogle explicar as dificuldades
enfrentadas neste trabalho para se conseguir &apkfsta extremidade do segmento L
do CARV.
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Figura 10. Alinhamento da seqiiéncia de aminodcidos inferida a partir da extremidade 3" do segmento L do CARV e oito membros do
género Orthobunyavirus. Caraparu (CARV, sequéncia ndo publicada), Apeu (APEUV, ACZ65469.1), Bunyamwera (BUNV, P20470.1), La crosse
(LACV, NP_671968.1), Snowshoe Hare (SSHV, ABW878),1Tahyna (TAHV, ADQ08672.1), Oropouche (OROV, ¥B2304.1) e Akabane (AKAV,
BAF57206.1).0O alinhamento foi realizado pelo programa MultiAlin. Aminodcidos conservados entre todas as amostras analisadas estdo
representados em vermelho.
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A tabela 4 apresenta os valores de identidade d®anidos entre o CARV e membros
do géneraOrthobunyavirus APEUV, BUNV, LACV, SSHV, TAHV e ORQV) tanto
para os 425 aa da porcao carboxi-terminal inferal@srtir da sequéncia obtida neste
trabalho, quanto para a sequéncia total da RdRsEivel observar que os valores de
identidade de aa para a porcao carboxi-terminaRdlap sdo bastante inferiores aos
valores observados para a sequéncia total da pakeeOs dados indicam que, apesar
da porcdo carboxi-terminal da polimerase dashobunyavirusapresentar algumas
regides bastante conservadas, a sua taxa de cag@&erg inferior a observada para a
polimerase como um todo. Essa observacédo poderetdaionada ao fato de nao ter
sido identificado nenhum dominio importante paetiddade da RARp nesta regido da

proteina.

Tabela 4 Percentual de identidade de amino&cidos da RdRm#e CARV e membros do
géneroOrthobunyavirus

APEUV! BUNV LACV  SSHV TAHV OROV

carboxi-terminal

(425 aa) 73,6 40,9 36,6 36,9 36,9 37,9
RdRp Total 79,5 51,9 51,5 51,3 51,6 53,1
(2258 aa)

Os percentuais de identidade de aa foram medidogpegrama LALING (www.expasy.ory

'A sequéncia para a RdRp total do APEUV utilizadatameanalise foi obtida neste trabalho e sera
discutida em tépicos posteriores.

5.1.2.2 Segmento L do Apeu

A sequéncia consenso de 6792 pb obtida neste hmlgakresponde a totalidade do
segmento L do APEUV e codifica os 2247 aa da RdRyp @m uma Unica janela aberta
de leitura (ORF).

A RdRp é a proteina mais conservada entre os mendaofamiliaBunyaviridae
podendo ser dividida em quatro regiées denomingetases 1, 2, 3 e 4. As regides 1 e

2 estdo localizadas préoximo a extremidade N-term@nsséo ligadas por regides
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variaveis. Estas duas regides sao conservadas astréamilias Bunyaviridae e
Arenaviridae A regido 3 esta localizada no centro da proteicantém os denominados
“maodulos da polimerase”, sendo constituida pelenpoéivo A e pelos motivos A, B, C,

D e E. Esta regido possui aminoacidos que sao i@uses entre as RARp de membros
de diversas familias virais. A regido 4 esté laeala apOs a regido 3 e possui quatro
residuos de aminoacidos conservados: Gly (posi@dd)l Tyr (posicdo 1292), Gly
(posicdo 1320) e Gly (posicao 1333) (POEHal, 1989; MULLER et al, 1994;
ROBERTSet al, 1995; AQUINOet al, 2003).

Neste trabalho, foi realizado o alinhamento dagesg3 e 4 do APEUV e de mais 21
membros da familialBunyaviridae (Figuras 11 e 12). O alinhamento da regido 3
demonstrou que o APEUV possui na sequéncia de sliRp ® pré-motivo A e 0s
motivos A, B, C, D e E (Figura 11). Além disso, @RUV possui 0s 16 residuos de
aminodacidos presentes nestes motivos que sao evadssrentre os membros da familia
Bunyaviridae Lys(K)951, Arg(R)959, GIu(E)976, Asp(D)1044, L9047,
Trp(W)1048, GIn(Q)1129, Gly(G)1130, Ser(S)1136, (S¥r137, Ser(S)1170,
Asp(D)1171, Asp(D)1172, Lys(K)1212, Glu(E)1221 er(S§l224. Magalhdes e
colaboradores (2007) descreveram a presenca derdg dos motivos A-E, além do
pré-motivo A, na sequéncia da RdRp do CARV. A regid descrita por Aquino e
colaboradores (2003), também foi identificada n&Rdlo APEUV (Figura 12). Esta
regido possui quatro residuos de aa conservadg&G)aR70, Tyr(Y)1291, Gly(G)1318

e Gly(G)1331. Os virus CCHFV e DUGV, pertencentes género Nairovirus
configuram excecdes, pois 0 CCHFV apresenta um@Aflaa posicdo 1270 e uma
Phe(F) na posicdo 1291. Na posicdo 1331 o CCHFV BU&V apresentam,

respectivamente, uma Arg(R) e uma Lys(K).
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REGIAO 3

Pré-motivo A Motivo A Motivo B Motivo C Motivo D Motivo E

1036 1053 1120 1205 1216 1219 1230
APEUV EIFVGEFEAKLCLYG GIKLE-INA TVNIRRNW GNQANM-KKTYIT FVSLFNIYG
CARV EIFVGELEAKLCLYG GIKLE-INA TVNIRRNW GNQANM-KKTYIT FVSLFNIYG
BUNV EIFVGEFEAKMCMYV ALKLE-INA YVQIKRNW GCQANM-KKTYIT FVSLFNLHG
LACV EIFVGEYEAKMCMYA GLKME-INA TVLIKRNW GCQANM-KKTYVT FVSLFNLYG
SSHV EIFVGEYEAKMCMYA GLKME-INA TVPIKRNW GCQANM-KKTYVT FVSLFNLYG
TAHV EIFVGEYEAKMCMYA GLKME-INA TVPIKRNW GCQANM-KKTYVT FVSLFNLYG
OROV EIFLGEFEAKMCLYL GLKIE-INA TVEIKRNW GNQANM-KKTYLT FVSLFNIHG
AKAV EIFVGEFEAKMCLYL STKIE-INA WVSIKRNW GNQANM-KKTYVT FVSLFNIYG
TSWV EIYLMSMKVKMMLYF KSRLAFLSA TYPVSMNW FCITLNPKKSYAS FISERIVNG
PBNV EIYLMSMKTKMMLYF ECKMAFLSA TFPVSMNW YCITLNPKKSYAS FISERIING
WSMV EIYLMSMKTKMMLYF ECKMAFLSA TFPVSMNW YCITLNPKKSYAS FISERIING
HANV GFFITTLPTRCRLEI KRKLMYVSA HGEVPGNW DCFFEFAH GSIKISPKKTTLS FLSTF-FEG
SEOV GFFITTLPTRCRLEI KRKLMYVSA HGEVRGNW DCFFEFAH GSIKISPKKTTLS FLSTF-FEG
HTNV GFFITTLPTRCRLEI KRKLMYVSA HGEVKGNW DCFFEFAH GSIKISPKKTTVS FLSTF-FEG
PUUV GFFITTLPTRVRLEI KRKLMYVSA SASIKGNW ECFFEFAH GSIKISPKKTTVS FLSTF-FEG
TULV GFFITTLPTRVRLEI KRKLMYVSA SAAIKGNW DCFFEFAH GSIKISPKKTTVS FLSTF-FEG
ANDV GFFITTLPTRVRLEI KRKLMYVSA SANVKGNW ECFFEFAH GSIKVSPKKTTVS FLSTF-FEG
SINV GFFITTLPTRVRLEI KRRLMYVSA SATVKGNW ECFFEFAH GSIKVSPKKTTVS FLSTF-FEG
RVFV EIYVMGAEERIVQSV PVWTCATSD YLAIYPSEKSTAN YNSEFYFHT
SAFV EIYVMGADERIVQSI SVWTCATSD YIGIYPSEKSTPN YNSEFFFHS
CCHFV DLLVQETGTKVMHAT FYKVICISG VQRCCQM-KDSAK FYSEFMMGY
DUGV DLLVQETGTKVIHATT FFKTVCISG VRRCCQM-KDSAK FYSEFMMGN

Figura 11. Alinhamento da sequéncia de aa do segnterl. do APEUV (regido 3) e outros membros da famii Bunyaviridae GéneroOrthobunyavirus Apeu (APEUV,
sequéncia ndo publicada), Caraparu (CARBQ14448.3, Bunyamwera (BUNV, P20470.1), La crosse (LACV, MP1968.1), Snowshoe Hare (SSHV, ABW87611.2),
Tahyna (TAHV, ADQO08672.1), Oropouche (OROV, NP_9823) e Akabane (AKAV, BAF57206.1). Génerospovirus Tomato spotted wilt (TSWV, BAD86755.1), Peanut
bud necrosis (PBNV, AAB94085.1), Watermelon silweottle (WSMV, AAG43276.1). Génerblantavirus Hantavirus 237 (HANV, AAG27620.1), Seoul 80.3%E@V,
CAA39847.1), Hantaan (HTNV, AAK01302.1), PuumaldJ(®/, M63194), Tula (TULV, NP_942124.1), Andes (ANDMP_604473.1) e Sin Nombre (SINV, NP_941976.1).
GéneroPhlebovirus Rift Valley fever (RVFV, YP_003848704.1) e Sandfiever (SAFV, AEL29668.1). Géneldairovirus Crimean-Congo (CCHFV, AAZ76532.2) e Dugbe
(DUGV, NP_690576.1). Alinhamento correspondentegido 3, mostrando o pré-motivo A e os motivos AkBinoacidos conservados entre todos os virus esgicados em
cinza. O alinhamento foi realizado pelo programaltddlin ( http://multalin.toulouse.inra.fr/multalip/e revisado manualmente. Os nimeros correspond@osigdo do
aminoécido no segmento L do APEUV.
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REGIAO 4

1231 1270 1291 1318
APEUV EPFSV-FGRFLLPAVGDCAYIGPYEDMASRLSATQTAIK PPSLAWVSIALN--HWITFNTYNMLPGQINDPTKVFLFD----- RRELPIEL -ILQADLATVAL
CARV EPYSV-YGRFLLPAVGDCAYIGPYEDMASRLSATQTAIK PPSLAWVSIALN--HWITFNTYNMLPGQINDPTKVFHFE----- RRELPIEL -LLQADLSTIAL
BUNV EPLSV-FGRFLLPSVGDCAYIGPYEDLASRLSAAQQSLK PPSLVWLAISCS--HWITFFTYNMLDDQINAPQQHLPFN----NRKEIPVEL -YLNAPLYLIAL
LACV EPFSI-YGRFLLTSVGDCAYIGPYEDLASRISSAQTAIK PPSLAWVSTIAIS--HWMTSLTYNMLPGQSNDPIDYFPAE----NRKDIPIEL -VLDAPLSMIST
SSHV EPFSI-YGRFLLTSVGDCAYIGPYEDLASRISSAQTAIK PPSLAWVSIAIS--HWMTALTYNMLPGQSNDPLDYFPAE----NRKDIPIEL -VLDAPLSMIST
TAHV EPFSI-YGRFLLTSVGDCAYIGPYEDLASRISSAQTAIK PPSLAWVSTIAIS--HWMTYLTYNMLPGQSNDPIDYFPAE----NRKEIPIEL -ILDAPLSMIST
OROV EPFSI-YGRFLLTAVGDCAYLGPYEDLASRLSATQTAIK PPSLAWVSTALN--HWITHTTYNMLPGQNNDPLPFFPTN----NRSEIPVEM -ILESDLSTIAL
AKAV EPFSV-YGRFLLTAVGDCAFLGPYEDTASRLSATQTAIK QPSVAWVATALT--QWITHSTYNMLPGQNNDPLNVLTSQ----NRFDIPIEL -LLNTDLPTLAI
TSwv AIIPL-YCRHLANCCTESSHISYFDDLMSLSIHVTMLLR PNEVIPFAYGAV--QVQALSIYSMLPGEVNDSTIRIFKKLGVSLKSNEIPTNM -WLTSPIEPLSI
PBNV AVIPL-YCRHLANCSTESSHNSYFDDLMSLSIHITMLLR PNELIPFAYAAI--QIQSLSIYSMLPGEENDITSIVKDINFPLKKREIPICA: -WMHAPIELLSI
WSMV AVIPL-YCRHLANCSTESSHNSYFDDLMSLSIHITMLLR PNELIPFAYAAI--QVQSLSIYSMLPGEENDIDSIVKAIDFPLTKREIPICA -WMHAPVELLSI
HANV CAVSIPFIKILLGSLSDLPGLGYFDDLAAAQTRCVKAMD SPQISQLAVSLS--TSKVERLYGTSIGMVNYPGTYLRTK----- HSETPIPL -SGAMSIMELST.
SEOV CAVSIPFIKILLGSLSDLPGLGYFDDLAAAQTRCVKAMD SPQISQLAVSLS--TSKVERLYGTSIGMVNYPGTYLRTK----- HSETPIPL -SGAMSIMELST
HTNV CAVSIPFVKILLGSLSDLPGLGYFDDLAAAQSRCVKALD SPQVAQLAVALC--TSKVERLYGTAPGMVNHPAAYLQVK----- HGDTPIPL -NGAMSIMELAT
PUUV CAVSIPFIKILLGSLSDLPGLGYFDDLAAAQSRCVKALD CPQLAQLGIVLC--TSKVERLYGTAPGMVNNPTAYLKVD----- RSLIPIPL -DGSMSIMELAT.
TULV CAVSIPFIKILLGSLSDLPGLGYFDDLAAAQSRCVKALD CPQLAQLGIVLC--TSKVERLYGTATGMVNNPTSFLKVE----- RSSIPIPL -DGSMSIMELAT.
ANDV CAVSIPFVKILLGSLSDLPGLGFFDDLAAAQSRCVKSLD CPQLAQLAIVLC--TSKVERLYGTADGMVNSPTAFLKVN----- KAHVPVPL -DGSMSIMELAT
SINV CAVSIPFIKILLGSLSDLPGLGFFDDLAAAQSRCVKAMD SPQLAQLAVVIC--TSKVERLYGTADGMVNSPVAFLKVT----- KAHVPIPL -DGSMSIMELAT.
RVFV QHVRPTIRWIAACCS--LPEVETLVARQEEASNLMTSVT GGSFS-LAAMIQ--QAQCTLHY-MLMG-MGVSELFLEYK---KAVLKWNDPG ---FFLLDNPYA
SANV QHIRPTIRWIAASCS--LPEVETLVARQEEAANLLTAVT GGSFS-LAAMVQ--QCQCTIHY-MLMG-MGVSAIFEQFS---KAISKWMDPG ---FFLFDNPYS
CCHFV RVTPAVIKFMFTGL--INSSVTSPQSLMQACQVSSQQ- MYNSVPLVTNAAFTLLRQQIFF-NHVEDFIRRYGILTLGTLSPFGRLFVPTY VSSAVALEDAEVI
DUGV RVTPAVIKFIFTGL--INSSVTSPQSLVQACHVSSQQ-- MYNSVPLVTNAAFTILRQQIFY-NHVEDFIRRYGLITLGAVSPFGRLFLPRFSGLVSSSVALEDSETISI

Figura 12. Alinhamento da seqiiéncia de aa do segnterl. do APEUV (regido 4) e outros membros da famii Bunyaviridae GéneroOrthobunyavirus Apeu
(APEUV, sequéncia nao publicada), Caraparu (CAR®(Q14448.3, Bunyamwera (BUNV, P20470.1), La crosse (LACV, 8R1968.1), Snowshoe Hare (SSHV,
ABW87611.2), Tahyna (TAHV, ADQ08672.1), Oropouch@ROV, NP_982304.1) e Akabane (AKAV, BAF57206.1).né& Tospovirus Tomato spotted wilt
(TSWV, BAD86755.1), Peanut bud necrosis (PBNV, AAB85.1), Watermelon silver mottle (WSMV, AAG43276.GénerdHantavirus Hantavirus Z37 (HANV,
AAG27620.1), Seoul 80.39 (SEOV, CAA39847.1), Hantd TNV, AAK01302.1), Puumala (PUUV, M63194), Tuf@ULV, NP_942124.1), Andes (ANDV,
NP_604473.1) e Sin Nombre (SINV, NP_941976.1). G&Rélebovirus Rift Valley fever (RVFV, YP_003848704.1) e Sandféver (SAFV, AEL29668.1). Género
Nairovirus Crimean-Congo (CCHFV, AAZ76532.2) e Dugbe (DUGQVWR_690576.1). Aminoacidos conservados dentro ddlifaestdo marcados em cinza. O
alinhamento foi realizado pelo programa MultiAlihttp://multalin.toulouse.inra.fr/multalip/e revisado manualmente. Os nameros correspondeosigdo do
aminoacido no segmento L do APEUV.
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A subunidade PA da RNA-polimerase do virus Infleere responsével pelo
processamento de RNAm celulares a fim de se ol#gugmos fragmentos de RNA
ligados a CAP, que sédo utilizados como iniciadgasa a sintese dos RNAm virais
(mecanismo “cap-snatching”) (DIASt al, 2009). Reguera e colaboradores (2010)
demonstraram que a porcao N-terminal da polimetadeACV, assim como de outros
membros da familidBunyaviridae,compartilha alguns residuos importantes para a

funcao “cap-snatching” com o virus Influenza.

O alinhamento apresentado na Figura 13 foi readizanin a sequéncia de aa da porgao
N-terminal da RdRp do APEUV e de outros 19 bunysyvipertencentes aos géneros
Orthobunyavirus (CARV, BUNV, LACV, SSHV, TAHV, OROV e AKAV)
Tospovirus(TSWV, PBNV e WSMV) Hantavirus(HANV, SEOV, HTNV, PUUV,
TULV, ANDV e SINV) e Phlebovirus(RVFV, SAFV), e também com a extremidade
N-terminal da subunidade PA da polimerase trés membros da familia
Orthomyxoviridae(Influenza A HIN1, Influenza A H3N2 e Influenza.B) género
Nairovirus, que inclui os virus Crimean-Congo hennagic fever (CCHFV) e Dugbe
(DUGV), nao foi incluido neste alinhamento, poieealizacdo da sua endonuclease na
sequéncia da RdRp é incerta (REGUE&Aal, 2010).0 alinhamento demonstra que
os membros do sorogrupo C, APEUV e CARV apresentam motivo
H...D...PD...DxK...T na porcao N-terminal de suadRB. Reguera e colaboradores
(2010) demonstraram a presenca deste motivo na RARACYV e de outros membros
da familiaBunyaviridae No presente trabalho, pela primeira vez foi destrado que
este motivo conservado e importante para o desdmpéa funcdo “cap-snatching”
também esta presente em membros do sorogrupo C(@ARPEUV). Este motivo
apresenta uma lisina catalitica (K94) e quatrodrexd de ligacdo a cations bivalentes
(His(H)34, Asp(D)52, Asp(D)79 e Asp(D)92), sendmservado no subgrupo formado
pelos género®rthobunyaviruse Tospoviruse compartilha caracteristicas com o motivo
H...E...PD...ExT...K presente no subgrupo formadeop géneros Hantavirus e

Phlebovirus e pelas amostras de virus Influenzksadas.
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LLGDVIRQYTARIRTCT----=-=-======—-=---- NPEVGRDILAEITMTRHNYFAQQFCEAIN

LLEDVIRQYSARIRNCN------------—----- NPEIGRDILAEITMTRHNYFAQKFCEAIG

MEDQAYDQYLHRIQAAR-----=-=--=-=—-—-=-—---- TATVAKDISADILEARHDYFGRELCNSLG--------------------—--TEYKNNVL------
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MDHQEYQQFLARINAAR----=-=-==-==—-—-=--—--- DACVAKDIDVDLLMARHDFFGKELCKSLN
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ALPTFDVSKMVDRITIDFNLDDIQGASEIGSTLLP--SMSIDVEDMANF
PIPAYVIKHTSEGVTIDIATSELADY-QSGSTIQP--FESIPAQNLTLF
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LCFNPMIVELAEKAMKE---------—------- YGEDPKIETNKFAAICTHLEVCFMYSDFHFIDEQG-ESIIVESGDPNALLKHRFEI
DTFITRNFQTTIIQKAK-----=------ NTMAEFSEDPELQPAMLFNICVYHLEVCYVISDMNFLDEEGKAYTALEGQGKEQNLRPQYEV
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ADIILEMQPALDLTTIKIPNVTPDNYYRDGT------KIYIIDFKVSVSD----- YKKYNTLLGDVFNLLGVD------------- YEVVIIRM
ADIVLEMMPGLDLTRIRIPNITPDNYYRDGT------KIYIIDFKVSVSD----- YKKYDTLFGDVFNQLNIE------------~- YEVVIIRM
DEIILDVVPGVNLLNYNIPNVTPDNYIWDGH------FLIILDYKVSVGN----- YKKYTSLILPVMSELGID------------- TEIAIIRA

VDIILDIRPEVDPLTIDAPHITPDNYLYINN------VLYIIDYKVSVSN----- YDKYYELTRDISDRLSIP------------~- IEIVIVRI

IDIILDIRPEIDPLTIDAPHITPDNYLYINN------ILYIIDYKVSVSN----- YDKYYELTRDISARLNIP------------- IEIVIIRI
IDIILDIRPESDPLTVDAPHITPDNYLYVDN------ILYLIDYKVSVSN----- YDKYYELTRDISRRMNIE-----=-------- IEIVIVRI
EDICAEVLDGYK--ARKVRFCTPDNYLLHDG------KMYIIDFKVSVDD----- REKYNEIFGEVFNPEGVD------------- FEIVIIRL
DDILLDFLPPGT--DFKARYCTPDNYIIHNR------KLYVLDYKVAVDN----- FEKYDKIFGDVLVPLGLD-----=-------~- YEIVIVRA
KLSDDEF--ERINKEYVATNATPDNYVIYKESKNSELCLITYDWKISVDA----- MEKYYKNIWKSFKDIKVN--GKPFLEDHPVFVSIVILKP

NQIVD-I--DGLKEKLVFQHLTPDNYTIYKETKGEKACLMIYDWKVSVDA----- SENYYTSVWKTFKDITID--GQPFLERHPIFITIVVLNP
NQINN-V--DDLKEKLVFQHLTPDNYTIYKETKGEKACLMI SENYYTSVWKTFKDITID--GQPFLERHPIFITIVILNP
————————— PSGKTLRSFFKMT ——---- VTADV----DKGIREKKMKYELGLKYLEQELMTFFHRGELQNPYKITFKVVAVRT
————————— PSGKTLRSFFKMT —-—---- VTADV----DKGIREKKMKYELGLKYLEQELMTFFHRGELQNPYKITFKVVAVRT
————————— PTGKNLKAFFKMT ——---- VTADV----DKGVREKRLKYEAGLVYIEQELHKFFLKGEIPQPYKITLNVVAVRT
——————————————— VTADV----ARGVREKILKYQGGLEFIEQLLQIEAQKGNCQSGFRIKFDVVAIRT
——————————————— VTADV----ARGTREKILKYQAGLEYIEQLLHQESERGNLPGGYRIKFDVVAVRT
——————————————— VTADV----SRGIREKKIKYEGGLQFVEHLLETESRKGNIPQPYKITFSVVAVKT

—————— VTADV----AKGIREKKLKYESGLQFVESLLSQEHKKGNINQAYKITFDVVAVKT

————— TFRGDERGAFQAAMTKLAKYEVPCENRSQGRT-------------VVLYVVSAYR

————— TTMGDLGSAEVAARNKIAKYEIACLNRSAIKP-------------ISLHIIAVHF
VVNSICNTT----- VTRRE---VHIYYL EKTHIHIF
VVNSICNTT VTRRE---VHIYYLEKANKIKS------=----—---—-----cooo—— EKTHIHIF
VQRSLAQEH ITKGL---ADDYFWKKKEKLGN---------------—--———-—————— SMELMIF
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Figura 13. Alinhamento da regido N-terminal da seqgéncia do segmento L do APEUV (regido “cap-
snhatching”) e outros membros da familiaBunyaviridae e da regido N-terminal da subunidade PA de
membros da familia Orthomyxoviridae Familia Bunyaviridae Género Orthobunyavirus Apeu (APEUV,
sequéncia ndo publicada), Caraparu (CARBQ14448.3, Bunyamwera (BUNV, P20470.1), La crosse (LACV,
NP_671968.1), Snowshoe Hare (SSHV, ABW87611.2),yilah(TAHV, ADQ08672.1), Oropouche (OROV,
NP_982304.1) e Akabane (AKAV, BAF57206.1). Génelfmspovirus Tomato spotted wilt (TSWV,
BAD86755.1), Peanut bud necrosis (PBNV, AAB94085Wpatermelon silver mottle (WSMV, AAG43276.1).
Género Hantavirus Hantavirus Z37 (HANV, AAG27620.1), Seoul 80.39E(V, CAA39847.1), Hantaan
(HTNV, AAK01302.1), Puumala (PUUV, M63194), TulaWLV, NP_942124.1), Andes (ANDV, NP_604473.1)
e Sin Nombre (SINV, NP_941976.1). Gén&idebovirus Rift Valley fever (RVFV, YP_003848704.1) e Sarydfl
fever (SAFV, AEL29668.1). Famili®@rthomyxoviridae Influenza A HIN1 (A/H1N1, BAJ10042.1), InfluenZa
H3N2 (A/H3N2, AAW78273.1) e Influenza B Menphis [B2nphis, AAU94844.1) Alinhamento correspondente a
regido “cap-snatching”, mostrando o motivo H..[PD...DxK...T, conservado entre os géndbothobunyaviruse
Tospoviruse o motivo H...E...PD...EXT...K, presente nas arassde Influenza e conservado entre os géneros
Hantavirus e  Phlebovirus O alinhamento foi realizado pelo programa MuliAl
(http://multalin.toulouse.inra.fr/multalip/e revisado manualmente. Os numeros correspondeposigdo do
aminoacido no segmento L do BUNV.

5.1.2.3 Segmento L do Itaqui

A primeira sequéncia obtida para o segmento L dpMTpossui 579 nt de extensao,
codifica para 193 aa e localiza-se proximo a exttade 5’, entre 1469 e 2047 pb. O
outro fragmento sequenciado possui 670 nt de extesdifica para 223 aa e localiza-
se entre 4886 e 5555 pb, proximo a extremidad® 3egmento L. As analises a seguir
serdo realizadas com a sequéncia de 579 nt, comdspte a regido entre 1469 e 2047
pb do segmento L do ITQV.

O alinhamento da sequéncia dos 193 aa inferidasta ga regido entre 1469 e 2047 pb
do segmento L do ITQV e de outros oito membros @oegp Orthobunyavirusfoi
realizado e encontra-se representado na FiguraOl4ragmento analisado néo
corresponde a nenhuma das regides importantesapatigidade da RNA-polimerase
analisadas anteriormente, como a Regido 3 ou donsnh funcdo “cap-snatching”,
mas apresenta algumas regides bastante consergadmsme destacado na Figura 14,
0 que € esperado visto que a RdRp é a proteinacmaservada entre os membros da

familia Bunyaviridae
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Figura 14. Alinhamento da sequéncia de aa inferidos a partir da regido entre 1469 e
2047 pb do segmento L do ITQV e oito membros do género Orthobunyavirus. Caraparu
(CARV, ABQ14448.2), Apeu (APEUYV, sequéncia ndo publicada), Bunyamwera (BUNV,
P20470.1), La crosse (LACV, NP_671968.1), SnowsHaee (SSHV, ABW87611.2), Tahyna
(TAHV, ADQO08672.1), Oropouche (ORQV, NP_982304.1)Akabane (AKAV, BAF57206.1).
O alinhamento foi realizado pelo programa MultiAlin. Aminoacidos conservados entre
todas as amostras analisadas estdo representados em vermelho.
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5.1.3 Andlise dos percentuais de identidade

Tabela 5 Percentual de identidade de nt e aa do segmentodos membros do grupo C
CARV, APEUV e ITQV e de membros dos sorogrupos Buramwera, California e Simbu
do géneroOrthobunyavirus.

Amostra ITQV APEUV CARV BUNV LACV TAHV OROV AKAV

ITQV 80,6 974 55,6 60,2 59,7 58,8 57,8
APEUV 746 79,2 53,4 60,1 61,7 55,7 58,9
CARV 94,8 137 55,6 60,2 59,7 58,5 57,3
BUNV 67,0 60,0 60,1 63,1 61,1 54,9 59,6
LACV 63,8 59,7 60,3 61,2 92,2 62,2 62,7
TAHV 64,3 59,4 59,9 60,6 77,0 61,1 61,6

OROV 63,8 60,5 61,2 59,5 59,5 59,0 61,5

AKAV 62,6 59,5 59,6 59,2 58,7 59,2 62,6

Os percentuais de identidade de nt (em azul) emavérde) foram medidas pelo programa LALING
(www.expasy.ory

Na Tabela 5 encontram-se representados os periedtualentidade de nucleotideos e
aminoacidos para a sequéncia total do semento Lvidtos do grupo C APEUV e
CARYV e parcial do segmento L (1469 — 2047 pb) dQ\T além doOrthobunyavirus
BUNV, LACV, TAHV, OROV e AKAV. E possivel visualizague os virus do grupo C
analisados apresentam percentuais de identidatedama quanto de nt bem mais altos
entre si do que quando estes sdo comparados aobumyavirus pertencentes a outros
sorogrupos, o que condiz com a classificacdo degtes em um sorogrupo distinto dos

demais virus analisados.
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Tabela 6- Percentual de identidade de nt e aa para o segnte L de 13 amostras de orthobunyavirus do sorogrup C

APEUV* CARV*  ITQV* CARV  CARV CARV CARV ORIV MTBV MADV ZUNV ITAYA ITAYA

BeAn848 BeAn3994 BeAn12797 FMD0783 1QD5973 FVB0426 BeAn3994 BeAnl7 BeAnl5 BT4075 IQE7620 FSL2923 1QT9646
APEUV BeAn848* 79,5 80,6 79,6 79,5 79,5 79,6 911 945 79,3 923 79,4 79,5
CARV BeAn3994* 736 99,5 97,2 97.1 96,9 99,8 799 795 937 799 97.1 97.1
ITQV BeAn12797* 74,3 94,6 93,0 94.6 94,1 99,5 823 801 892 833 94.6 94.6
CARV FMD0783 73,6 83,9 83,6 98,5 98,1 97,4 80,2 795 944 798 98,7 98.6
CARV IQD5973 74,0 83,8 83,4 86,5 97,8 97,3 798 795 942 798 99,4 99,5
CARV FVB0426 74,0 84,2 82,9 84,4 84,9 97,1 799 794 943 797 97,9 98,0
CARV BeAn3994 735 99,7 94,6 83,9 83,9 84,3 80,1 79,6 940 800 97,3 97.3
ORIV BeAn17 78,6 73,4 72,3 73,5 73,4 73,1 73,5 912 794 928 79,9 79,9
MTBV BeAn15  82.3 73,4 73,7 73,6 73,7 73,6 73,4 78,6 790 92,8 79,4 79,5
MADV BT4075 73,1 79,6 80,2 79,9 80,2 80,1 79,7 731 731 79,3 94,3 94,2
ZUNV IQE7620 79,1 73,4 75,0 73,3 73,5 72,9 73,5 787 794 739 79,8 79,8
ITAYA FSL2923 73,7 84,1 83,1 86,2 96,9 84,5 84,1 731 735 799 738 99,7
ITAYA IQT9646 73,8 84,1 83,2 86,3 96.9 84,3 83,8 734 735 801 736 98,8

Os percentuais de identidade de nt (em azul) ermavérde) foram medidas pelo programa LALIN@GMy.expasy.oryy As amostras marcadas com “*” representam aqselgeenciadas
neste trabalho. 70
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Na tabela 6 encontram-se representados os periedeuaentidade de aa e nt entre as
amostras sequenciadas neste trabalho (APEUV, CARWQ¥) e os demais membros
do sorogrupo C. E possivel observar que a amo®RMBeANn3994 sequencida pelo
NOSSO grupo apresenta altas taxas de identidadet @eaa em relacdo as demais

amostras de CARV cujas sequéncias encontram-seniNeis.

E possivel ainda observar que os percentuais déddede de aa e nt entre a amostra de
ITQV sequenciada neste trabalho e os demais mendbresrogrupo C analisados sao
bastante elevados, o que condiz com a classificeg@dogica do ITQV no sorogrupo
C. Os dados demonstram existir uma grande semellarice a RdRp do ITQV e de
todas as amostras de CARV analisadas, em espeamlmhamostra sequenciada neste
trabalho, cujas taxas de identidade de nt e aadasbtforam 94,6 e 99,5,
respectivamente. Estudos realizados por Shopeabamaldores (1962) demonstraram
que ITQV e CARYV apresentam reagdes cruzadas quaodas de CF sdo empregadas.
Esta prova soroldgica reconhece a proteina N \daalificada pelo segmento S, o que
sugere que exista uma grande semelhanca entrentesegS destes dois virus. No
entanto, neste trabalho, pela primeira vez, é pelssiemonstrar a alta taxa de
identidade entre o segmento L destes dois memhrasowgrupo C. Este dado, em
conjunto com os dados publicados anteriormente @82,1fortemente sugere que 0s

segmentos L e S dos virus ITQV e CARV possuem uigarm em comum.

As taxas de identidade de aminoéacidos e nucleatidetre os virus APEUV e CARV
sao respectivamente 79,5 e 73,6, e sado relativenadtias quando comparadas as taxas
de identidade entre APEUV e demadisthobunyavirusanalisados na Tabela 5 e
pertencentes a outros sorogrupos (BUNV, LACV, TAFBEHYV, OROV). Este dado
condiz com a classificacdo destes virus, CARV e BWPEdentro do mesmo grupo
(grupo C). No entanto, este dado contraria a ¢leaséio atual destes virus pelo ICTV
que considera o CARV como espécie viral protétipm APEUV como uma amostra
viral pertencente a espécie CARV. Os dados denamnstima identidade de aa muito
maior entre APEUV e as amostras ORIV, MTBV e ZUN¥1,1; 94,5; 92,3,
respectivamente, do que entre APEUV e CARYV, o qigei® que a classificacdo atual
do APEUV néo é adequada.
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5.1.4 Andlises Filogenéticas

-7t CARV BeAn3994*
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Figura 15. Arvore filogenética das amostras CARV B&n3994, APEUV BeAn848 e ITQV BeAn12797 e
membros dos sorogrupos C, Simbu, California e Bunyawera do géneroOrthobunyavirus,baseada na
sequéncia de aminoécidos inferida a partir do segm& L. A arvore foi gerada pelo método Neighborn-
Joining e o calculo de distancias foi realizadae\ais do modelo de substituicdo de aminoacidos ghdifa

O valor adjacente a cada braco corresponde asmagens de “bootstrap” suportado por 1000 réplidas.
amostras sequenciadas neste trabalho encontramssgcadas com um “*". A escala representa 5% de
divergéncia de aa. Itaqui, (ITQV, sequéncia ndolipatha), Apeu (APEUV, sequéncia ndo publicada),
Caraparu (CARV, sequéncia completa ndo publicadagraparu FMDO0783 (CARV FMDO0783,
AGW82157.1), Caraparu 1QD5973 (CARV 1QD5973, AGW821), Caraparu FVB0426 (CARV
FVB0426, AGW82145.1) Caraparu BeAn3994 (CARV BeA®BOAGWS82134.1), Oriboca BeAnl7 (ORIV
BeAnl17, AGW82130.1), Marituba BeAnl15 (MTBV BeAnl1BGWS82126.1), Zungarococha IQE7620
(ZUNV 1QE7620, AEY62397.1), Madrid BT4075 (MADV BDZ5, AGW82138.1), ltaya FSL2923
(ITAYA, AGW82153.1), Itaya 1QT9646 (ITAYA IQT9646AJZ73167.1), Bunyamwera (BUNV, P20470.1),
La crosse (LACV, NP_671968.1), Snowshoe Hare (SSABAW87611.2), Tahyna (TAHV, ADQ08672.1),
Oropouche (OROV, NP_982304.1) e Akabane (AKAV, BRES6.1).

72



© 00 N oo U b~ W N

N N RN N N NN P R R B B Rp R B B g
O U B W N B O VW 0 N O U1 A W N L O

Andlises filogenéticas foram realizadas para a Rdib&pvirus APEUV, CARV e ITQV,
bem como para os demais membros do sorogrupo th@anyavirus pertencentes aos
sorogrupos Simbu, Bunyamwera e California. A FiglBamostra a topologia da arvore
construida com o modelo de distancia NJ. Uma Anfidogenética construida pelo
método MP também foi gerada e demonstrou topokegizelhante a arvore gerada pelo
método NJ (dados ndo mostrados), porém a arvoeelggrelo método MP apresentou

alguns valores de “bootstrap” mais baixos.

As 13 amostras do grupo C analisadas agruparammsemeclado distinto das amostras
pertencentes aos demais sorogrupos Simbu, BunyameveCalifornia, sendo essas
divididas em dois clados distintos, suportado pior \zalor de “bootstrap” (100%). Em
um dos clados agruparam-se as amostras de CARWATAN QV, estando o MADV
agrupado de maneira mais distante a estes. E vpbssbservar uma grande
proximidade entre o ITQV e a amostra CARV BeAn3%4hortado por alto valor de
“bootstrap” (99%), o que revela a grande semelhang& a RdRp destas duas amostras
virais, sugerindo que o segmento L destes virugapelmente possuem uma origem

em comum.

Por sua vez, no outro clado agruparam-se APEUVBW|TORIV e ZUNV, os quais se
subdividem em dois clados (APEUV/MTBV e ORIV/ZUN\§uportado por valor de
“bootstrap” de 100%. Conforme observado, o APEUVupg-se de maneira muito
distante ao CARV, e de maneira mais proxima ao MTBMotstrap” de 99%), dentro
do sorogrupo C, o que corrobora os dados de peaisntle identidade de aa e nt
apresentados neste trabalho, os quais sugerem glassificacao atual das amostras
CARV e APEUV pelo ICTV néo € adequada.
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5.2 Caracterizacédo Molecular do segmento M paravasis Caraparu, Apeu e Itaqui

5.2.1 Amplificacdo do segmento M dos virus CaraparuApeu e Itaqui e obtencéo

das sequéncias consenso

5.2.1.1 Amplificacdo do segmento M do Caraparu

Para amplificar parte do segmento M do CARYV, folia#do um par de iniciadores
desenhados com bases nas sequéncias do segmentdREUV e CARV obtidas por
Magalhdes (2008) (dados nao publicados). Curiostananegido amplificada por este
par de iniciadores, representada na Figura 16iferente da regido alvo para a qual
este havia sido desenhado. Foi obtida uma sequéada8 nucleotideos localizados na
regido entre 2913 e 3250 pb, adjacente a extremidadda regido sequenciada
anteriormente por Magalhdes (2008), a qual estalitada entre 3251 e 4048 pb
(dados néo publicados). A sequéncia consenso gapadaenta 1136 nucleotideos, esta
localizada na regido entre 2913 e 4048 pb e canekp a sequéncia parcial da
glicoproteina C (Gc). Esta sequéncia codifica pdr& aa, o que corresponde a

aproximadamente 40% da Gc que possui 956 residuaa.d

Para as futuras analises que envolvam o segmentdo MCARV, utilizaremos a
sequéncia consenso de 1136 nt gerada parcialmeste trabalho e discutida no

presente topico.
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Segmento M CARV (~4500 pb)

0 Kb 1 Kb 2 Kb 3 Kb 4 Kb 4,5 Kb

798 nt

APEU1540MF CARV3178MR
> <

Sequéncia Consenso — 338 pb

\ 4

Sequéncia Consenso total — 1136 pb

Figura 16. Esquema utilizado para amplificar o segmnto M do CARV. O par de iniciadores
utilizado e sua respectiva regido alvo estdo reptados pelas setdara amplificar o segmento M do
CARYV foi utilizado 1 par de iniciadores. A sua m@gialvo pode ser estimada através da escala
representada na figura. A sequéncia consenso gimstli 338 nucleotideos e localiza-se na extradrida
5’ da sequéncia de 798 nucleotideos anteriormebitdao A sequéncia consenso total obtida possub 113
nucleotideos e corresponde a sequéncia parciat @t GARV.

5.2.1.2 Amplificacdo do segmento M do Apeu

Para amplificar o segmento M do APEUV foram utiliaa dois pares de iniciadores,
APEUL1801F/ZUNVL2900R e CARVM2689F/APEUVM3248R. @samente, 0
primeiro havia sido desenhado para amplificar omsego L do APEUV, mas
amplificou de maneira inespecifica um fragmentsegmento M. A regido amplificada
encontra-se representada na Figura 17. A sequé&oacisenso de 1136 pb obtida
corresponde a regido entre 2653 — 3946 pb e estidama regido codificadora da
glicoproteina C (Gc) do segmento M. A localizac@padrcdo sequenciada difere do
fragmento de 1851 nt obtido por Magalhdes (200®) egta representado em azul na
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Figura 17. A sequencia obtida codifica para 431 aaque corresponde a

aproximadamente 45% da Gc que tem o tamanho apadwiie 956 aa.

Segmento M APEUV (~4500 pb)

0Kb 1Kb 2Kb 3Kb 4Kb  4,5Kb
1851 pb ?
+ .e
APEUL1801F ZUNVL2900DR
%. e
CARVM2689F  APEUVM3248R

1 1851 2653 3946
| L........ | N

1851 pb Sequéncia consenso - 1295 pb

Figura 17. Esquema utilizado para amplificar o segmnto M do APEUV. O par de iniciadores
utilizado e a sua regido alvo estdo representadias petasPara amplificar o segmento M do APEUV
foi utilizado 1 par de iniciadores. A sua regideoapode ser estimada através da escala represeargtada
figura. A sequéncia consenso obtida possui 746entideos e localiza-se numa regido distinta da
sequéncia de 1851 nt anteriormente obtida.

5.2.1.3 Amplificacdo do segmento M do Itaqui

Para amplificar parcialmente o segmento M do Itaquipar de iniciadores foi utilizado
e a regido amplificada encontra-se representadoguaa 18. O fragmento amplificado
situa-se na regido entre 2985 e 3661 pb do segnm&npmssui 677 nt de extenséo e
corresponde a sequéncia parcial da glicoproteingG€E), sendo esta a primeira

sequéncia obtida para o segmento M desta amosdfa vi
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Segmento M ITAV (~4500 pb)

0 Kb 1 Kb 2 Kb 3 Kb 4 Kb 4,5 Kb

CARA3250MF CARV3856MR
— <

2985pb 3661 pb
I I

Sequénciaconsenso- 677 nt

Figura 18. Esquema utilizado para amplificar o segento M do ITQV. O par de iniciadores utilizado
e a sua regido alvo estdo representados pelasAetaguéncia consenso obtida possui 677 nucleotideos
e corresponde a sequéncia parcial da Gec do ITQV.

5.2.2 Andlise dos percentuais de identidade

A Tabela 7 apresenta os percentuais de identidadde € aa para o segmento M das
amostras virais sequenciadas neste trabalho, CAREUV e ITQV, e de outras 10

amostras do sorogrupo C.

E possivel observar uma alta taxa de identidadanieoacidos e nucleotideos entre
APEUV e as diferentes amostras de CARV analisdfktises dados estdo de acordo com
os resultados das provas sorolégicas realizadaSipope e colaboradores (1962) que
demonstraram a ocorréncia de reacfes cruzadas ARIEJV e CARV quando

empregadas provas de Hl e NT. Estas provas sotal®geconhecem antigenos de
superficie e, desta forma, reagem com as glicojmadeGec e Gn do@rthobunyavirus

Portanto, € esperado que as taxas de identidada dbtidas para Gc e Gn coincidam

com os dados destas provas soroldgicas.
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Por sua vez, ao comparar o ITQV com os demais nmesvwy sorogrupo C é possivel
observar que os percentuais de identidade tantd gieanto de aa ocorrem em torno de
70%, com excessdo do ORIV que apresentou taxaeididdde de aa de 87,1% em
relacdo ao ITQV. Ao contrario do que foi discutigateriormente para o segmento L,
observa-se que ha pouca semelhanca entre a p@adao sequenciada para o ITQV e
as amostras de CARV analisadas. Em conjunto, assd#monstram que 0s segmentos
L destes dois virus provavelmente possuem umarorgga comum, devido a sua alta
taxa de identidade. Por outro lado, a analise dee@a uma grande diferenca entre os
segmentos M destes dois membros do sorogrupo @gedajtemente sugere que 0S

segmentos M de ITQV e CARV possuem origens diginta

78



Tabela 7 Percentual de identidade de nt e aa para o segnterM dos membros do sorogrupo C

Amostra APEUV* CARV* ITQV* CARV CARV CARV CARV ORIV MTBV  MADV  ZUNV ITAYA ITAYA
BeAn848 BeAn3994 BeAnl12797 FMDO0783 [1QD5973 FVB0426 BeAn3994 BeAnl7 BeAnl5 BT4075 IQE7620 FSL2923 1QT9646

APEU* BeAn348 923 72,6 92,8 93,2 92,8 92,8 719 851 87,7 855 88,5 90,2
CARV* BeAn3994 804 73,2 97,9 97,6 97,6 99,2 745 868 889 865 90,2 88,9
ITQV* BeAn12797 71,0 71,6 73,7 74,2 72,7 73,7 87,1 73,7 748 7472 75,6 75,6
CARV FMD0783 80,7 82,7 70,4 98,7 97,3 96,9 653 758 820 754 83,8 83,8
CARVIQD5973 80,9 83,3 70,4 86,1 97,9 97,4 652 757 821 755 83,6 83,6
CARVFVB0426 80,5 82,5 69,9 86,1 85,2 96,8 656 759 82,0 756 84,2 84,1
CARV BeAn3994 805 99,5 71,7 82,5 82,6 82,4 655 758 82,0 756 83,1 83,0
ORIV BeAn17 70,2 70,2 75,5 65,8 66,6 66,4 66,0 67,4 651 66,7 66,1 66,2
MTBV BeAnl5 76,0 76,6 70,9 71,5 71,3 71,4 71,2 67,3 750 90,5 76,7 76,7
MADV BT4075 77,4 77,7 70,4 73,8 74,0 74,6 73,7 66,6 70,9 74,0 84,8 84,8
ZUNVIQE7620 77,1 76,7 72,9 71,2 71,1 71,4 71,2 678 77,7 70,7 84,8 75,5
ITAYAFSL2923 79,3 80,1 72,8 75,8 74,9 75,7 75,2 66,1 71,7 759 711 99.7
ITAYAIQT9646 79,9 79,9 73,0 75,8 74,9 75,7 74,8 67,3 717 749 712 98,8

Os percentuais de identdade de nt (em azul) e aam (verde) foram medidas pelo programa LALING wwiv.expasy.orj
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5.2.3 Inferéncias Filogenéticas

Andlises filogenéticas foram realizads para a secjaé&le aa inferida a partir do segmento M dossviru
APEUV, CARYV e ITQV, bem como para os demais memld@sorogrupo C. A Figura 19 mostra a
topologia da arvore construida com o modelo déinisa NJ. Uma Arvore filogenética construida
pelo método MP também foi gerada e demonstrou agplksemelhante a arvore gerada pelo método
NJ (dados ndo mostrados), porém a arvore geradanpélodo MP apresentou alguns valores de

“bootstrap” mais baixos.

E possivel observar que o APEUV agrupa-se no mesato das 5 amostras de CARV analisadas,
suportado por valor de “bootstrap” de 83%. Esteup@mento tdo préximo corrobora os dados
apresentados anteriormente neste trabalho que dé&ar@am uma alta taxa de identidade de aa entre a

sequéncia parcial da Gc do APEUV e das amostr@A@RY analisadas.
A exemplo do que foi demonstrado para os percentd@iidentidade, é possivel visualizar que o

ITQV agrupa-se de maneira bem préxima ao ORIV,nelstads dois representados no mesmo clado

suportado por alto valor de “bootstrap” (100%).
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CARV BeAn3994*
CARV BeAn3994
4|l cARV FMDO0783
CARVIQD5973

47

8 CARV FVB0426
70 APEUV BeAng48*
o ITAYAFSL2923
4100[ ITAYAIQT9646
MADV BT4075

—— MTBV BeAn15
ZUNVIQE7620

99

ITQVBeAn12797*
100 ORIV BeAn17

0.05

Figura 19. Arvore filogenética das amostras CARV B&n3994, APEUV BeAn848 e ITQV
BeAn12797 e outras 10 amostras do sorogrupo C dorgo Orthobunyavirus,baseada na sequéncia
de aminoacidos inferida a partir do segmento MA arvore foi gerada pelo método Neighborn-Joining e
o célculo de distancias foi realizado através daletw de substituicdo de aminoacidos de Dayhoff. O
valor adjacente a cada braco corresponde as pagesrs de “bootstrap” suportado por 1000 réplicas. A
amostras seqlienciadas neste trabalho encontragstecadas com um “*”. A escala representa 5% de
divergéncia de aa. Itaqui, (ITQV, sequéncia naolipatia), Apeu (APEUV, sequéncia ndo publicada),
Caraparu (CARV, sequéncia ndo publicada), Carapdi®0783 (CARV FMD0783, AGW82158.1),
Caraparu 1QD5973 (CARV 1QD5973, AGW82150.1), CarapacVB0426 (CARV FVB0426,
AGW82146.1) Caraparu BeAn3994 (CARV BeAn3994, AGWA82.1), Oriboca BeAnl7 (ORIV
BeAnl7, AGW82131.1), Marituba BeAn15 (MTBV BeAnlAGW82127.1), Zungarococha IQE7620
(ZUNV 1QE7620, AGW82142.1), Madrid BT4075 (MADV BDZ5, AGW82139.1), ltaya FSL2923
(ITAYA, AGW82154.1), ltaya 1QT9646 (ITAYA 1IQT96460\JZ73168.1).
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5.3 PCR convencional para deteccao de CARV, APEUY@V

A PCR convencional para os segmentos L e M foizadhs para os virus CARV, APEUV e ITQV
utilizando quatro pares de iniciadores conformeciiiesna Figura 20. Para o segmento L, o par de
iniciadores CARVL1516F/CARVL2018R foi capaz de aifigdr apenas o CARV e o ITQV (~500
pb), enquanto apenas o APEUV apresentou uma bantenthnho esperado (~800 pb) quando o par
APEUV1128F/APEUV1958R foi utilizado. Para o segneenM, o par de iniciadores
ITAQM3245F/ITAQM3699R apresentou uma amplificac&pexifica (~400 pb) apenas para o ITQV,
enquanto o par APEUM3372F/APEUM3880R produziu bartiatamanho especifico (~500 pb) tanto
para APEUV gquanto para CARV.

Os dados demonstram que é possivel detectar egilistiCARYV, APEUV e ITQV baseado na PCR
convencional para os segmentos M e L. Estes imotsdpodem ser utilizados para auxiliar no
diagndstico dos arbovirus do grupo C, uma vez gméum método molecular encontra-se disponivel

para o diagndstico destas arboviroses potenciagm@mergentes.
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Figura 20. Eletroforese em gel de agarose dos prams de PCR obtidos para os
segmentos L e M de CARV, APEUV e ITQV utilizando derentes pares de
iniciadores. (A) Segmento L - MM: marcador de peso molecular (1 KKbjialetas 1 —
5: Iniciadores CARVL1516F/CARVL2018R, (1) CARV, (BPEUV, (3) ITQV, (4 e
5) controles negativos; canaletas 6 — 10: Iniciesl@PEUV1128F/APEUV1958R, (6)
CARV, (7) APEUV, (8) ITQV, (9 e 10) controles neiyats. (B) Segmento M — MM:
marcador de peso molecular (1 Kb); canaletas 1 - ldiciadores
ITAQM3245F/ITAQM3699R, (1) CARV, (2) APEUV, (3) ITQ (4) controle
negativo; canaletas 5 — 8: Iniciadores APEUM337HEAM3880R(5) CARV, (6)
APEUV, (7) ITQV, (8) controle negativo.
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A caracterizagédo da sequéncia completa do segrhaddcAPEUV revelou que a RdRp deste membro
do sorogrupo C possui todas as regides conseraatdasormente descritas para@ghobunyavirus
como a regiao 3 com seus motivos A-E e pré-motiv® aregido 4. Além disso, a RdRp do APEUV
possui o dominio com atividade de endonuclease dgsempenha o mecanismo “cap-shatching”
originalmente descrito para o virus Influenza etgrasrmente detectado também na sequéncia do
LACV.

Estudos soroldgicos realizados na década de 60CZ&RY, APEUV, ITQV, MTBV, ORIV e MURV
demonstraram que estas seis amostras apresenpafres antigénicos distintos quando analisados
pelos testes de FC ou IH/NT. Em reacbes de FC,dgterminam anticorpos dirigidos contra a
proteina N (segmento S), oS grupos que reagiamadamiente e apresentavam-se como pares
antigénicos eram: MURV/ORIV, ITQV/CARV e MTBV/APEUVJA nas provas de IH e NT, que
determinam anticorpos dirigidos contra as glicagiras Gc e Gn (segmento M), os pares antigénicos
foram ORIV/ITQV, APEUV/CARV e MTBV/MURYV (SHOPEet al, 1962). Ainda de acordo com 0s
dados sorolégicos, as provas de IH e NT sao camgzesbdividir os virus do sorogrupo C em quatro
complexos antigénicos, sendo eles Caraparu, Orilddaatuba e Madrid. O ICTV atualmente utiliza
essa classificacdo por complexos antigénicos pefnairdestes quatro virus como as espécies pratotip
do sorogrupo C. Os demais membros deste sorogamasrtanto, classificados como amostras virais

pertencentes a uma destas espécies prototipo.

Em estudos recentes, 0 sequenciamento completquad® amostras virais protoétipo listadas pelo
ICTV (CARV, ORIV, MTBV e MADV) confirmou os dadososoldgicos, uma vez que estes quatro
virus se agruparam de forma distante quando o dema@ para o segmento M foi analisado, o que
justifica a auséncia de reacdes cruzadas nas pMVeas IH (HANG et al, 2014). Por sua vez, 0s

dendogramas obtidos para os segmentos S e L dearanstum perfil semelhante entre si, porém

completamente distinto daquele obtido para o setpridn

As analises de percentuais de identidade e fildgaserealizadas para as sequéncias da RdRp
(segmento L) e poliproteina (segmento M) obtidas @s amostras CARV (BeAn3994), APEUV
(BeAn848) e ITQV (BeAnl12797) no presente trabalwelararam que as relacdes genéticas
existentes entre esses virus sao diferentes quansiegmentos L e M séo analisados. Os dendogramas
gerados para o segmento L revelam um agrupamerito praximo entre CARV e ITQV, sendo que a
sequéncia parcial obtida para o segmento L do I'Epkésenta 99,5% de identidade de aa com a
amostra BeAn3994 do CARV. Por sua vez, o APEUVasestesmos dendogramas agrupou-se de

maneira mais proxima ao MTBYV, ficando distante deas as amostras de CARV analisadas, bem
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como do ITQV. Os dados obtidos para a RdRp dasim@stras analisadas sugerem que o segmento L
de CARV e ITQV possuem uma origem em comum, a géalé compartilhada pelo segmento L do
APEUV. De forma semelhante aos dados obtidos parsegmento L, Hang e colaboradores
demonstraram, através de um dendograma para o s&g8iea semelhanca existente entre a proteina

N do APEUV em relagédo ao MTBV, e a sua distanciaeatdo as amostras de CARV analisadas.

Corroborando os dados obtidos por Hang e colabogadem 2014, os dendogramas gerados para o
segmento M revelam uma topologia completamententiisem relacdo aqueles obtidos para o
segmento L. As andlises filogenéticas realizadam eo poliproteina (segmento M) revelam a
subdivisdo dos virus do grupo C nos quatro complexatigénicos descritos, estando CARV e
APEUV agrupados no complexo Caraparu e ITQV no dexapOriboca. Ao contrario do que se
observa para o segmento L, os dados aqui obtidgsesm uma origem em comum para o segmento M
de CARV e APEUV. Por sua vez, € mais provavel qusegmentos M de ITQV e CARV possuam

origens distintas, devido a baixa similaridadetexi® entre 0S mesmos.

Em conjunto, os dados obtidos neste trabalho desjaacontrados na literatura sugerem que os atuais
critérios de classificacdo adotados pelo ICTV mhafnir as espécies entre os membros do sorogrupo
C, os quais se baseiam nas relagcbes antigéncistergrs nas provas (IH/NT) que reconhecem as
glicoproteinas de superficie (Gc e Gn) codificaaal® segmento M, ndo sdo os mais adequados. De
acordo com tais critérios, 0 APEUV é classificadmo uma amostra pertencente a espécie Caraparu.
No entanto, conforme demonstrado neste trabalm,doeno na literatura, as sequéncias da RdRp e da
proteina N deste virus sdo bastante diferenteselamdo a todas as amostras de CARV analisadas.
Portanto, classificar o APEUV como uma amostra &iR\Z seria incorreto, uma vez que estas duas
proteinas (RdRp e N) participam de etapas impasado ciclo viral e, desta forma, as diferencas
existentes nas suas sequéncias podem conferiterdsticas bioldgicas distintas entre os dois virus
Por este mesmo critério, o ITQV seria classificadmo uma amostra da espécie prototipo Oriboca,
no entanto, esse virus compartilha, com altas @e&adentidade, a RdRp com o CARV.

A classificacdo dos virus do grupo C € uma tarefstamte peculiar devido a capacidade potencial
destes virus sofrerem rearranjos entre seus tggeestos. Curiosamente, os dados encontrados na
literatura (ex. Ngari, Schmallenberg, Jatobal, tmg)i indicam que tal mecanismo de rearranjo, em
geral, envolve a troca do segmento M, por mecarssairaa ndo muito bem esclarecidos. E possivel
que, pelo fato da RdRp e proteina N precisarenr digi@das aos segmentos genbmicos para a
formacdo dos complexos de ribonucleoproteinas gaeaa montagem das particulas virais possa

ocorrer de maneira correta, a interacéo entre dsts proteinas seja bastante especifica. Aléra,diss
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a interacdo entre a RdRp e a proteina N é fundameara a regulacdo das etapas de transcricdo e
replicacédo. Estas interacdes poderiam ser perd@ss o segmento L ou S fosse trocado por outro,
gerando proteinas com caracteristicas diferentegieo poderia gerar particulas virais defectivas,
inviabilizando tal rearranjo genético. Por sua \@segmento M e as glicoproteinas de superficie séo
intimamente relacionados com a especificidade pator, infectividade e escape do sistema
imunoldgico. Deste modo, variacdes do segmento Mnipem a adaptacdo a novos vetores e
hospedeiros e dois virus do mesmo ancestral podetorisar diferentes em relacdo a este segmento
gendmico quando submetidos a pressdes seletivagemiés (ex. sistema imunoldgico) (HANG al,
2014). Sendo assim, um critério de classificagdoedpécies baseado no segmento que mais
frequentemente € trocado entre os virus do mesmogrspo nNao parece ser o mais adequado. Por
outro lado, uma classificacdo baseada na sequéacagmento L ou da RdRp, sendo esta a proteina

mais conservada e melhor caracterizada dentrorErg@®rthobunyavirus, poderia ser mais adequada.

Devido a grande semelhanca entre os segmentos ILQ@¥ e CARV e a ocorréncia de reacdes

cruzadas entre estes dois virus em provas de FOssvel que os segmentos L e S destes dois
membros do sorogrupo C sejam originados de um efrusomum e que seus segmentos M possuam
origens diferentes, através do mecanismo de rgargenético. Por sua vez, devido a grande

semelhanca entre os segmentos M de APEUV e CARMs8ivel que os segmentos M destes dois
virus tenham a mesma origem e que o CARYV tenhairgdin$seus segmentos L e S de uma amostra
viral e 0 APEUV de outra, através deste mesmo ni@wangenético. E bastante |6gico supor que os
virus do grupo C existentes tenham sido originad@artir de rearranjos genéticos ao longo de sua
evolucdo uma vez que estes virus compartilham asno® vetores e hospedereiros em um mesmo
ecossistema. Portanto, a coinfeccdo por dois ows mmembros deste sorogrupo é algo bastante
provavel, o que facilmente pode resultar no surgimele novos virus que compartilhem segmentos
originarios de virus diferentes. Os dados apredemtaeste trabalho e aqueles encontrados na
literatura séo prova da importancia deste mecangen@tico para o surgimento das amostras virais
existentes hoje e apontam para uma potencial cguEcide emergéncia de novas amostras virais com

caracteristicas distintas daquelas atualmente catdse
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