LUCIANA BASTOS DE QUEIROZ LIMA

Caracterizacao molecular de cepas do Virus da
Encefalite de St. Louis (Flavivirus) isoladas no Estado

de Sao Paulo, Brasil.

Sao Paulo
2008



LUCIANA BASTOS DE QUEIROZ LIMA

Caracterizacdo molecular de cepas do Virus da

Encefalite de St. Louis (Flavivirus) isoladas no Estado

de Sao Paulo,

Sao Paulo
2008

Brasil.

Dissertacdo apresentada ao
Programa de Pd4s-Graduacdo em
Ciéncias da Coordenadoria de
Controle de Doengas da
Secretaria de Estado da Saude
de S&o Paulo, para obtencao do
Titulo de Mestre em Ciéncias.

Pesquisas Laboratoriais em
Saude Publica (PLSP).

Orientadora: Prof2 Dr2 Cecilia
Luiza Simdes dos Santos



FICHA CATALOGRAFICA

Preparada pelo Centro de Documentac&o — Coordenadoria de Controle de Doengas/SES-SP

©reproducdo autorizada pelo autor, desde que citada afonte

Lima, Luciana Bastos de Queiroz

Caracterizacao molecular de cepas do Virus da Encefalite de St Louis
(flavivirus) isoladas no Estado de S&o Paulo, Brasil / Luciana Bastos de
Queiroz Lima - Sdo Paulo, 2008.

Dissertacdo (mestrado) - Programa de P6s-Graduacao em Ciéncias da
Coordenadoria de Controle de Doengas da Secretaria de Estado da Salide
de S&o Paulo.

Area de concentragfo: Pesquisas Laboratoriais em Satide Publica

Orientadora: Cecilia Luiza Sim&es dos Santos

1. Virus da Encefalite de &. Louis 2. Reagdo em cadeiada

polimerase viatranscriptase reversa 3. Filogenia 4. Regifes ndo
traduzidas 5. Encefalite de . Louis/diagnédstico

SES/CCD/CD-200/08




DEDICATORIA

Dedico essa dissertacdo a todos que acreditaram em mim e me
incentivaram, em especial aos meus amados pais, marido e filho, que sempre

estao presentes na minha vida com muito carinho, respeito, amor e sabedoria.

Tudo o que somos € o resultado dos nossos pensamentos

BUDDHA



AGRADECIMENTOS

Gostaria de agradecer a todas as pessoas que passaram pela minha
vida pessoal e académica. Essas foram de grande aprendizado e me
trouxeram muitas experiéncias que utilizo e utilizarei em toda a minha vida.

Gostaria de agradecer a toda a minha familia.

Aos meus pais, Claudia e Antonimar, que sempre me apoiaram em
tudo o que gostaria de fazer, tanto na vida pessoal quanto profissional. Sempre
me aconselhando, instruindo e me acolhendo em todos os momentos. A ajuda
e o amor eterno de vocés foram imprescindiveis para a minha educacdo,
formacéo pessoal e profissional. Eu amo muito voceés.

Ao meu marido, Silmar Alexandre, companheiro e agora, pai, que me
apoiou em muitos momentos dificeis e alegres de todo esse caminho, desde a
minha graduacdo até esse momento tdo magico que vivemos e viveremos na
vida pessoal e sei que, sem ele, talvez ndo chegaria ao término dessa
dissertacdo. Obrigada por tudo. Amo vocé.

Ao meu filho, Matheus Alexandre, que esta a caminho, tdo desejado e
tdo amado, que jA& me da muita forca e vontade de lutar. Inspirando-me
constantemente e trazendo muita luz as nossas vidas familiares. Amo muito
vocé também.

Gostaria de agradecer as minhas amigas da Faculdade na
Universidade Mackenzie Vanessa Hermida Fidalgo, Maria Carolina Guido e
Daniela Stefani Oxer, que sempre me apoiaram e me fortaleceram perante as
dificuldades encontradas e incentivando-me constantemente em busca das
minhas realizacBes profissionais e pessoais.

Gostaria de agradecer a todos os funcionarios, bolsistas e estagiarios
do Setor de Virologia da Divisdo de Biologia Médica do Instituto Adolfo Lutz.
Aqui conheci pessoas adoraveis que ja se foram e fiz muitas amizades
maravilhosas que me ajudaram durante toda a minha tese e meu aprendizado
acerca de Virologia.

As minhas amigas Fatima, Sandra e Shirlene, da Sec&o de Biologia
Molecular, que sempre me auxiliaram no inicio e na continuidade do

aprendizado da biologia molecular.



A minha amiga Cristina Adelaide Figueiredo, da Secdo de Virus
Exantematicos, que por muitas vezes, ajudou-me na parte pratica e teérica da
biologia molecular, principalmente no inicio da gravidez.

A todos os meus amigos da Secdo de Virus Transmitidos por
Artropodes que me acolheram desde o inicio da minha permanéncia no
Instituto, desde 2003, como bolsista Fundap, me ensinado tudo o que sei hoje
sobre Arbovirus, Hantavirus e Arenavirus e me incentivando muito, em especial
a chefe da Secdo, Akemi Suzuki, que me orientou em muitos momentos
importantes da minha carreira no Instituto.

A Adriana Yurika Maeda, da Secdo de Virus Transmitidos por
Artropodes, que me auxiliou nos momentos finais da tese na pratica.

As minhas amigas Sandra Regina Mayer e Vera Maura Barbosa, da
Secdo de Virus Transmitidos por Artropodes, que sempre me incentivaram e
me trouxeram alegrias em momentos dificeis.

A minha amiga lvani Bisordi, que me ajudou, incentivou, instruiu,
orientou e esteve sempre presente ao meu lado em todos os momentos com
muita paciéncia, carinho e amor. Obrigada por tudo.

Ao Prof® Dr° Benedito Fonseca, Professor da Faculdade de Medicina
da USP, Ribeirdo Preto, por ter cedido alguns reagentes utilizados na prética
da dissertagao.

A Prof2 Dr2 Maria Anice Sallum, professora da Faculdade de Saude
Publica da USP, que muito contribuiu na andlise filogenética e na construcdo
das arvores, até mesmo nos finais de semana. Obrigada pelo seu
ensinamento, carinho e atengdo comigo.

Aos Prof® Dr° Leonardo José Richtzenhain, Prof® Dr° Délsio Natal e a
Profé Dr2 Julia Maria Martins de Souza Felippe por fazerem parte da banca de
examinacdo da dissertacdo. Por me ajudar e me incentivar tanto naquele
momento tdo delicado e tenso que passei com muita sabedoria e clareza.

Aos professores Dr° Leonardo José Richtzenhain e a Dr? Maria Rita
Donalisio Cordeiro por fazerem parte da Banca de Defesa de Dissertacao de
Mestrado.

Ao Programa de PoOs-graduacdo em Pesquisas Laboratorias da
Coordenadoria de Controle de Doencas da Secretaria Estadual de Saude do

Estado de Sao Paulo, pelo apoio financeiro para a presengca em congressos,



impresséo de poster e tese, em especial a Emiliana Simdes Toledo Correa e a
Profd Dr2 Maria de Fatima Costa Pires pelos auxilios e apoio durante toda a
elaboracao da dissertacao.

A CAPES, pelo auxilio financeiro com a concessdo da bolsa de
Mestrado.

A Sandra Alves de Moraes, da biblioteca da Secretaria da
Saude/Instituto Adolfo Lutz, pelo auxilio na revisdo das referéncias
bibliograficas.

A minha querida orientadora, Prof2 Dr2 Cecilia Luiza Simdes dos
Santos, que me ensinou tudo o0 que sei a respeito de biologia molecular.
Sempre me incentivando, orientando com muito carinho, paciéncia e sabedoria
em todas as fases que passamos juntas, desde o projeto inicial e, com certeza,
seguindo até a publicacdo da dissertacao.

E a todos os professores, colegas e amigos que da minha vida fazem
parte e que, certamente, ajudaram na minha formacdo pessoal e profissional,

principalmente com a finalizacado de mais uma fase da minha vida.



RESUMO

O Virus da Encefalite de St. Louis (SLEV), um membro da familia Flaviviridae,
€ 0 agente etiologico da Encefalite de St. Louis, doenga de importancia
epidemiologica na América do Norte. O ciclo de transmissdo do SLEV inclui
passaros silvestres, principalmente Passeriformes e Columbiformes, e
mosquitos Culex sp. No Brasil, as diferentes manifestacdes clinicas observadas
em pacientes acometidos por SLEV podem explicar a dificuldade do
diagnostico correto dessas infeccoes. Com a finalidade de proceder a
caracterizacdo molecular de cepas de SLEV isoladas do Estado de Sé&o Paulo,
provenientes de camundongo sentinela, mosquitos e um caso humano, as
sequéncias nucleotidicas completas dos genes do capsideo (C), pré-membrana
(prM), membrana (M) e envelope (E), além das regides 5 e 3’ nao-
codificadoras, foram determinadas e analisadas neste estudo. O RNA viral foi
extraido do cérebro de camundongo ou de cultura de células C6/36 infectados
com SLEV e as diversas regides gendmicas foram amplificadas por RT-PCR e
diretamente sequenciadas. A analise comparativa das sequéncias incluiu
dados de SLEV do Continente Americano, provenientes do GenBank. A analise
filogenética foi efetuada em funcdo das sequéncias do gene E, identificando-se
0s gendtipos Il na cepa oriunda de camundongo sentinela, Il na cepa isolada
do caso humano e V nos virus isolados de mosquitos. Foram detectadas
diferencas de nucleotideos em todos os genes analisados e os valores de
similaridade dos nucleotideos e dos aminoacidos situaram-se entre 98,3% e
100%, respectivamente. Observaram-se substituicbes de aminoacidos que
conferiram modificacdo no carater e a alteracao E 369 (H/N), no dominio Il (C-
terminal), foi especifica para o virus isolado do caso humano. As sequéncias
parciais da regido 5 ndo-codificadora demonstraram que ha uma associagao
entre a estrutura secundaria de RNA apresentada e as fontes bioldgicas
isoladas. As sequUéncias parciais da regidao 3’ regido nao-codificadora foram
similares entre as cepas do gendtipo Il (EUA e camundongo sentinela) e entre
as demais cepas isoladas do estado de Sao Paulo. As sequéncias
nucleotidicas determinadas no estudo permitiram estabelecer um teste de RT-
PCR que se mostrou especifico para diagnéstico molecular de infec¢des

causadas por SLEV.



Abstract

St. Louis Encephalitis Virus (SLEV), a member of the Family Flaviviridae widely
distributed throughout the Americas, is the etiologic agent of the St. Louis
encephalitis, disease of epidemiological importance in North America. SLEV
transmission cycle involved wild birds, mainly Passeriformes and
Columbiformes, and Culex sp. mosquitoes. In Brazil, different clinical
manifestations observed in SLEV patients may explain the difficulty for the
correct diagnosis of the infections. Aiming at the molecular characterization of
SLEV strains isolated in S&o Paulo from one sentinel mice, two different
species of the mosquitoes and a human case of infection, the complete
nucleotide sequences of the genes of the capsid (C), premembrane (prM),
membrane (M), envelope (E) and the 5 and 3’ untranslated region were
determined and analyzed in this study. Viral RNA was extracted from SLEV
mice’s infected brain or SLEV infected C6/36 culture cell. The distinct genomic
regions were amplified by RT-PCR and directly sequenced. Comparative
sequence analysis included data of SLEV strains from the American Continent,
retrieved from GenBank. The phylogenetic study based on the nucleotide
sequence of the E gene identified the lineages Il in the strain isolated form
sentinel mice, Il in the virus recovered from the human case and V in the
strains isolated from mosquitoes. Nucleotide differences were scattered
throughout the genomic regions analyzed in the study. Values of nucleotide and
amino acid similarities between strains were from 98.3% to 100%, respectively.
Amino acid substitutions that conferred change in character were observed and
the alteration E 369 (H/N) in the C-terminal domain (domain IIlI) was specific for
the strain isolated from the human case of infection. Partial nucleotide
sequences of the 5 non-coding region indicated an associaton with the RNA
secondary structure and the origin of the strain. Partial nucleotide sequences of
the 3’ non-coding region showed RNA secondary structure similarities between
the strains of the lineage Il (USA and sentinel mice) and the others isolated
from S&o Paulo State. Based on the nucleotide sequences determined in the
study, a RT-PCR assay for specific diagnostic of SLEV infections was also
established.
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|. INTRODUCAO

1. Virus

1.1. Historico

O Virus da Encefalite de St. Louis (SLEV) € o0 agente etioldgico da
Encefalite de St. Louis, arbovirose de grande importancia na América do
Norte. O primeiro isolamento do SLEV ocorreu em 1933, na cidade de Saint
Louis, em Missouri, Estados Unidos. A ocorréncia de epidemias de
encefalite, imprevisiveis e intermitentes, com um numero elevado de casos,
tem sido relatada nesse pais, nas ultimas décadas (CDC Fact Sheet: St.
Louis Encephalitis, 2005).

1.2. Classificacdo e composicao gendmica

SLEV pertence a familia Flaviviridae, género Flavivirus, relacionado
ao complexo antigénico do Virus da Encefalite Japonesa, grupo que contém
também outros patégenos de importancia meédica, como os Virus West Nile
(WNV) e Virus da Encefalite de Murray Valley (MVEV) (Rice, 1996).

Esse virus envelopado apresenta particula viral esférica, com 40nm
a 60nm de diametro, formado por um nucleocapsideo eletro-denso de
aproximadamente 30nm, composto pelo capsideo protéico (C) e por RNA de
fita simples, senso positivo, com aproximadamente 11kb (Rice, 1996).

Cerca de 25% do RNA genbmico determina caracteristicas
estruturais: a proteina C e as proteinas do envelope lipidico (E) e da
membrana (M). O restante do genoma codifica as proteinas ndo estruturais,
como NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5, havendo ainda nas
extremidades 5 e 3, sequéncias ndo codificadoras (Rice, 1996). A
representacdo esquematica do genoma dos flavivirus pode ser visualizada
na figura 1.
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A proteina E é a mais importante em termos da biologia do virus,
pois esta envolvida nos processos de montagem, recepcdo e fusdo da
membrana a célula hospedeira e é o principal alvo dos anticorpos
neutralizantes. Devido ao envelope lipidico, os flavivirus sdo rapidamente

inativados por solventes organicos e detergentes (Rice, 1996).

GENESESTRUTURAIS GENESNAO ESTRUTURAIS
NC . nsZa nsda NC
s [om £ PNSH [NS3E  wss 3
l'b"" ns2b nsdb
pr+ M

Figura 1. Esquema do genoma dos flavivirus (Petersen & Roehrig,
2001).

As relagbes antigénicas dos flavivirus sao definidas por
determinantes residentes nas proteinas C e E. A primeira caracteriza apenas
a reacao cruzada do género, e a segunda determina o grupo, o complexo e

o sorotipo do virus (Rice, 1996).

2. Epidemiologia

2.1. Ciclo de Transmisséo e Distribuicéo

O ciclo de transmissao do SLEV ocorre entre o vetor (mosquitos) e
hospedeiros amplificadores e mantenedores (vertebrados terrestres).
Eventualmente, o homem pode adquirir a infeccdo, tornando-se um
hospedeiro acidental. A infeccdo no homem é final, ndo sendo possivel a
infeccdo de mosquitos, inexistindo assim um ciclo homem - mosquito da
doenca (Tsai & Mitchell, 1988).

O virus, provavelmente pela sua associacdo com aves e a facilidade

com gue estas realizam deslocamentos ao longo do continente (migracées
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sazonais) possui uma distribuicdo em todo o continente americano e €
encontrado desde o Canada até a Argentina (Rice, 1996).

Nos Estados Unidos, mosquitos Culex sp e aves, principalmente
Columbiformes e Passeriformes, fazem parte do ciclo do SLEV. Na América
Central e do Sul, o ciclo de transmissao aparenta ser mais variado, incluindo
outros géneros como Sabethes, Mansonia e Haemagogus (Vasconcelos et
al, 1998; Charrel et al, 1999; Reisen, 2003). No Brasil, testes sorologicos
indicaram a presenca do virus em 17 espécies de aves (Vasconcelos et al,
1998). Foram também detectados anticorpos para SLEV em mamiferos
terrestres, como guaxinim (Procyon lotor) e gambas (Didelphis marsupialis)
na América do Norte e em macacos e roedores na América do Sul (Tsai &
Mitchell, 1988).

2.2. Quadro clinico e casos detectados

O quadro clinico tipico da infeccdo por SLEV é uma severa
encefalite com alta mortalidade. A doenca inicia-se rapidamente com febre
alta, dor de cabeca e calafrios e em pouco tempo o0 paciente desenvolve dor
na nuca, desorientacdo, tremores, ataxia ou doenga motora generalizada,
incoordenacdo motora e coma (Vasconcelos et al, 1998). A severidade e a
fatalidade da doenga aumentam com a idade. Criangas e jovens adultos
podem apresentar apenas doenca febril ou meningite asséptica, até mesmo
infeccao assintomatica ou subclinica (Tsai & Mitchell, 1988; CDC Fact Sheet:
St. Louis Encephalitis, 2005).

Nas Américas Central e do Sul, embora o virus seja considerado
endémico, epidemias de encefalite sdo desconhecidas, relatando-se apenas
casos esporadicos (Monath & Heinz, 1996).

Entre os casos raros de encefalite relatados na América do Sul, cita-
se o ocorrido na Argentina em 2002. O paciente, um homem de 61 anos
apresentou cefaléia occipital, diplopia, nadusea e vémitos associados a febre
e calafrios, desenvolvendo posteriormente meningite, fotofobia, tremores

22



difusos, rigidez nas extremidades. A deteccdo de arbovirus no sangue e no
liguor resultou no isolamento e identificacdo do SLEV, ap6s 17 anos sem
ocorréncia de casos em humanos no pais (Spinsanti et al, 2003). Ja em
2005, foram confirmados 47 casos humanos e 9 ébitos na Provincia de
Cordoba, Argentina (Spinsanti et al, 2005). Além dos casos humanos, foi
detectada a circulagdo do virus por isolamento a partir de Culex
guinquefasciatus, capturados na mesma época dos casos (Diaz et al, 2005).

A presenca do SLEV no Brasil tem sido indicada por inquéritos
sorologicos resultantes do trabalho de vigilancia de arbovirus desenvolvido
no pais (Vasconcelos et al, 1998). No Vale do Ribeira, Estado de S&o Paulo,
estudos de prevaléncia sorolégica demonstraram a presenca de anticorpos
neutralizantes e IgG em humanos e em aves, respectivamente, sugerindo a
circulacdo do SLEV na regido (Ferreira et al, 1994; Romano-Lieber &
Iversson, 2000). Em maio de 2006, foram detectados anticorpos IgG,
monotipicos para SLEV em 88% das aves capturadas (residentes e
migratdrias) no municipio de lguape, fato este ndo observado no ano anterior
na mesma época (Bisordi et al, 2006). Esses achados demonstram uma
circulagéo silenciosa do virus em nosso pais e evidencia um possivel grave
problema de saude publica.

Em relacdo aos casos de infeccdo humana ha poucos relatos
confirmados. No primeiro caso, ocorrido no final da década de 70, o paciente
apresentou faléncia hepética acompanhada de ictericia, seguida de febre,
leucemia aguda e ébito (Pinheiro et al, 1981). O segundo caso ocorreu no
inicio da década de 80, em que o paciente desenvolveu doenca febril
acompanhada de ictericia, dor abdominal, mialgia, artralgia, calafrios e
severa cefaléia (Pinheiro et al, 1986). Ambos 0s casos ocorreram na cidade
de Belém, no Estado do Para com o isolamento do virus a partir do sangue.

O terceiro caso foi detectado no municipio de Registro, no Vale do
Ribeira, Estado de Sdo Paulo. O paciente de 58 anos apresentou quadro de
meningite viral com febre alta, tosse, cefaléia, dor torécica, sudorese e
alteragbes no sistema nervoso central, incluindo tremores e confuséo

mental. Nao foi possivel o isolamento viral e o diagnéstico laboratorial por
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meio de técnicas de Inibicdo da Hemaglutinacdo (HI) e Neutralizacdo em
camundongo (TN) indicou a infeccdo pelo SLEV, configurando assim a
primeira ocorréncia do virus em humanos no Estado de Sao Paulo (Coimbra
et al, 1997).

O quarto caso ocorreu em 2004, no Estado de Séo Paulo, sendo o
municipio de Sao Pedro o local provavel de infeccdo. A paciente, uma
mulher de 53 anos de idade, apresentou sintomas compativeis de infeccao
por Virus Dengue, com uma cefaléia severa. Uma amostra do soro
SPH253175 foi inoculada em cultura de células C6/36 e em camundongos
brancos neonatos tipo Swiss, obtendo-se o isolamento viral nos dois
sistemas. Testes moleculares revelaram tratar-se de SLEV, caracterizando
assim o primeiro isolamento desse virus em humanos no Estado de Sao
Paulo (Rocco et al, 2005). Outros isolamentos do SLEV no Estado foram
obtidos anteriormente de animais sentinelas e mosquitos (Souza Lopes et al,
1979).

2.3. Isolamentos de SLEV no Estado de Sdo Paulo, Brasil.

Dentre as quatro cepas de SLEV raras isoladas no Estado de Sé&o
Paulo, encontram-se a SPH253175, proveniente de caso de infeccéo
humana ocorrido em 2004 (Rocco et al, 2005); SPAN11916, proveniente de
camundongo sentinela da regidao do Vale do Ribeira (Souza Lopes et al,
1979); SPAR147631 e SPAR149623 isolados de Anopheles triannulatus e
Culex sp, respectivamente, da regido da Hidrelétrica Trés Irmé&os, noroeste

do Estado de Sao Paulo (Akemi Suzuki, dados n&o publicados) (figura 2).
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Figura 2. Localizacdo espacial dos isolados de SLEV pela Secéo
de Virus Transmitidos por Artropodes, Servico de Virologia, Divisdo de
Biologia Médica, Instituto Adolfo Lutz, Sdo Paulo (http://www.saopaulo.

sp.gov.br/saopaulo/historia/mapas.htm).

3. Caracterizacdo genética do genoma do SLEV

3.1. Estudos filogenéticos

Os estudos filogenéticos sdo responsaveis pela reconstrucdo da
evolugdo molecular em que as populagdes virais podem ser analisadas e,
com isso, epidemias futuras podem ser previstas, assim como analises de
ciclo de transmissao viral entre humanos e animais. Associagao entre virus e
determinadas doencas com quadros clinicos diferentes provenientes de
cepas e gendtipos diferentes, correlagdo entre gendtipos e fendtipos,
estudos de mutacdo, resisténcia a medicamentos e recombinacdo sao

alguns temas abordados nos estudos de epidemiologia molecular. Essa se
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trata de um estudo entrelacando a biologia molecular e a epidemiologia
classica (McCormack & Clewley, 2002).

Os relacionamentos da evolucéo entre as seqiéncias obtidas de um
trabalho ou de um banco de dados, como o GenBank, com as suas analises
estatisticas se apresentam em forma de graficos que representam as
distancias genéticas entre cada taxon, chamados de arvore (ou topologia) ou
diagrama. Em uma arvore, cada sequéncia representa um tédxon e cada
nucleotideo representa um carater (McCormack & Clewley, 2002).

Quando se faz a analise filogenética, antes de tudo, € necessario
gue a sequéncia alvo do genoma viral seja identificada e que os
oligonucleotideos para essa regidao sejam desenhados corretamente. Uma
extracao viral adequada, reacdes de amplificacdo do genoma apoés a sintese
de cDNA com uso de RT-PCR, para virus de RNA, ou somente a PCR para
virus de DNA, seguida das rea¢fes de sequenciamento de DNA sdo passos
obrigatdrios para a obtencdo das sequéncias alvos (McCormack & Clewley,
2002). A seguir, devem ser realizados alinhamentos dos sitios homadlogos de
nucleotideos das seqiiéncias obtidas com as presentes em bancos de dados
com a utilizagcdo de softwares como o Bioedit (Hall et al, 1999), Clustal X
(Thompson et al, 1997), MEGA (Kummar & Tamura, 1993) e MEGALIGN
(DNASTAR, Inc. Madison, Wis. USA).

A reconstrucdo filogenética faz a analise dos parametros do
alinhamento realizado e seleciona os modelos de evolucéo, incluindo as
taxas de transverséo e transicdo de nucleotideos, taxa de substituicdo, taxa
de heterogeneidade, métodos de distancia e sitios invariaveis (McCormack &
Clewley, 2002).

A busca da topologia a ser interpretada varia com os modelos de
evolucao e estatistico que sdo aplicadas os alinhamentos. Muitas vezes, o
resultado indica mais de uma arvore e, dentre muitas, devera ocorrer a
busca de uma Unica arvore que seria a mais fidedigna aos dados analisados.
A busca exaustiva, busca heuristica, grupos externos e analise de bootstrap
(teste de confianca) (Felsenstein, 1988), por exemplo, ajudam a determinar a
fidelidade da arvore de consenso (McCormack & Clewley, 2002).
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O melhor modelo de evolugdo a ser aplicado no alinhamento das
sequéncias desejadas é o MODELTEST 3.06 (Posada & Crandall, 1998),
gue aplica dois modelos: o teste de proporcdo hierarquica de
verossimilhanca e o critério de informacdo AKAIKE (AIC).

Os métodos de distancias utilizam um modelo de substituicdo de
nucleotideos em que é calculada a minima evolugcdo necesséaria com o
menor numero de passos com 0s nucleotideos. A matriz é calculada e
possui a representacdo de cada taxon, seguindo um modelo de evolucao.
Os métodos existentes, baseados em estatistica, mais utilizados sdo a
Méaxima Parcimbnia e a Maxima Verossimilhanca (McCormack & Clewley,
2002).

A Maxima Parcimbnia utiliza o menor numero de passos
evolucionarios dos nucleotideos necessarios para explicar os dados do
modelo de evolugéo implicito. Ja a Maxima Verossimilhanga € um modelo
de evolucdo que compara as diferentes arvores em diferentes parametros e
modelos, como o Jukes e Cantor (JC), F81, Kimura 2, HKY85, F84, GTR e
REV (McCormack & Clewley, 2002). Existem softwares que convertem os
parametros e matrizes em arvores, como o PAUP (Swofford, 2003).

A analise de bootstrap (Felsenstein, 1988) revela a consisténcia de
cada ramo interno ou né das sequéncias alinhadas, formando uma topologia
de consenso de todas as arvores réplicas. Esse teste € apenas uma
reamostragem com uma reposicao aleatéria dos dados das sequéncias com
a finalizagcdo da construcdo de cada reamostragem, resultando em uma
réplica. Quando a reconstrucao aparece em mais de 50% das amostragens,
os valores sao confiaveis para cada ramo e, quanto maior o valor, maior a

sua veracidade (Russo et al, 2004).

3.2. Epidemiologia molecular de SLEV

Experimentos efetuados a partir da década de 80, empregando a
técnica de biologia molecular que utiliza a impressdo digital por

27



oligonucleotideos (Trent et al, 1980) e ensaios biolégicos de neuroviruléncia
(Bowen et al, 1980; Monath et al, 1980) revelaram a existéncia de variagdes
genéticas entre cepas de SLEV isoladas de diferentes areas geograficas.
Assim, pode-se notar a formacéo de seis grupos incluindo virus oriundos do
centro-leste dos Estados Unidos; da Flérida, associados a epidemias; da
Flérida associados a enzootias; da costa leste dos EUA; da América Central
e do Sul com viruléncia mista e da América Central e do Sul com baixa
viruléncia.

Com os avancos da biologia molecular decorrentes da descoberta
da reacdo em cadeia da polimerase, dos métodos rapidos de
sequenciamento automatizado de DNA e dos recursos da bioinformética, os
estudos sobre a epidemiologia molecular do SLEV foram significativamente
ampliados.

Charrel et al (1999) realizaram um estudo filogenético molecular
com a técnica de rastreamento por excisdo dos residuos de timidina (BESS
T-scan) entre 22 cepas isoladas de SLEV de diferentes animais e regides do
continente americano. O resultado mostrou um agrupamento em ramos
distintos das cepas da América do Norte, Sul e Central, com novos
reagrupamentos de acordo com a origem dos materiais isolados (mosquitos,
roedores e humano) provenientes da Argentina e Brasil. Outros estudos
baseados nas sequéncias nucleotidicas do gene E, de um grande ndamero
de virus isolados de diferentes vetores, confirmaram a variabilidade genética
das cepas de acordo com sua distribuicdo geogréfica (Kramer & Chandler,
2001). Embora nao exista um consenso quanto a classificacdo dos subtipos
de SLEV, é evidente a existéncia de diferencas genéticas entre cepas norte
americanas e as isoladas nas Américas Central e do Sul. Essas anélises
indicaram também que virus obtidos no Brasil e Panama agruparam-se com
isolados norte-americanos, mostrando que a transferéncia de cepas entre
regides distantes € possivel, sendo as aves migratérias 0s agentes mais
provaveis dessa dispersdo. Um outro fato importante a este respeito foi a
deteccdo de um virus isolado na Guatemala que mostrou ser recombinante,

resultante da mistura gendmica de uma cepa da Argentina e outra do
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sudeste dos Estados Unidos (Twiddy & Holmes, 2003). Um estudo efetuado
recentemente, no laboratorio de Virus Transmitidos por Artropodes, no
Servigo de Virologia do Instituto Adolfo Lutz, revelou a relacdo proxima do
virus isolado do caso de infeccao humana ocorrido em Séo Paulo, em 2004,
com uma cepa que circulou na Argentina em 1979, obtida de Culex sp

(Santos et al, 2006), corrobora essas hipoteses.

3.3. Estudos de viruléncia

A viruléncia de cepas € um aspecto a ser considerado quando se
avalia o baixo numero de casos detectados da doenca ocasionado por SLEV
no Brasil e também em outros paises sul americanos. Cepas brasileiras
mostraram-se de baixa viruléncia de acordo com os estudos de Monath et al
(1980).

A maioria dos dados de sequenciamento do SLEV disponivel na
literatura refere-se ao gene E e a fragmentos do gene NS5 (Batista et al,
2001; Chandler et al, 2001; Baleotti et al, 2003; Kuno & Chang, 2005). O
restante do genoma é basicamente desconhecido. Os genes estruturais e
nao estruturais de SLEV foram determinados inicialmente para as cepas
MSI-7 originaria dos EUA e para outra oriunda da Argentina (Kuno&Chang,
2005). Atualmente, mais sequiéncias dos genes estruturais e ndo estruturais
de cepas de SLEV foram depositadas no GenBank, entretanto ndo existem
dados significativos para as regides néo codificadoras.

Sabe-se que mutacdes no genoma viral podem influenciar a
replicacdo viral, a resposta imunolégica e a penetracdo celular, e assim,
alterar a viruléncia de cepas de diversos flavivirus (Hurrelbrink & McMinn,
2003).

A extremidade 3'NT é uma regido que tem sido relacionada a
viruléncia em outros flavivirus, como Dengue, Febre Amarela e do Complexo
da Encefalite Japonesa (Mandl et al, 1991; Wallner et al, 1995; Proutski et al,
1997; Yu & Markoff, 2005). Em relacdo ao SLEV, apenas sequéncias
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nucleotidicas parciais de um nuamero reduzido de amostras estéo disponiveis
na literatura (Batista et al, 2001; Baleotti et al, 2003) e, consequentemente,

0s estudos relacionados a viruléncia sao inexistentes.

4. Consideracdes Gerais

Sabe-se que a infeccdo causada por SLEV, como outras
arboviroses que afetam o sistema nervoso central, apresenta sintomatologia
de dificil diagndstico, a ndo ser em casos que surgem em epidemias. Mesmo
em areas endémicas, poucos médicos suspeitam de imediato tratar-se de
infeccdo causada por SLEV (Reisen, 2003). No ultimo caso ocorrido no
Estado de S&o Paulo, a rigorosa investigacdo epidemiologica, que incluiu
estudos clinicos e laboratoriais, foi responsavel pelo sucesso da
identificagdo do agente causador da infecgdo. Assim, as dificuldades de se
efetuar vigilancia epidemioldgica sistematica em relacdo as infeccdes
causadas por arbovirus de menor importancia em comparacao aos Virus da
Febre Amarela e Dengue, por exemplo, podem explicar, em parte, os
nameros reduzidos de casos clinicos da encefalite causada por SLEV
identificados no Brasil e mesmo na América tropical. Na literatura, quadros
clinicos semelhantes a SLE sdo descritos em infec¢des causadas por DENV
(Malavige et al, 2004) e em encefalites ocasionadas por outros flavivirus,
como o WNV (Murray & Weir, 2005). Essa semelhanca torna-se uma
preocupacao, uma vez que muitos casos graves, com diagndsticos clinico e
laboratorial inconclusivos, podem estar relacionados ao SLEV e nao serem
reconhecidos.

Considerando o perfil epidemioldgico distinto das cepas de SLEV e
a escassez de estudos moleculares no pais, a caracterizacdo genética de
guatro cepas de SLEV isoladas em nosso laboratério, a partir de
camundongo sentinela, de um caso humano e dois de culicideos foi efetuada
neste estudo. Foram determinadas as sequéncias nucleotidicas dos genes

estruturais e parciais das regides néo codificadoras das quatro amostras.
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II. OBJETIVOS

1. Objetivos Gerais

Caracterizar geneticamente quatro cepas de SLEV (SPH253175,
SPAN11916, SPAR147631 e SPAR2149623) isoladas no Instituto Adolfo
Lutz, Servigo de Virologia, Secéo de Virus Transmitidos por Artropodes.
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2. Objetivos Especificos

1. Determinar as seqiéncias nucleotidicas e de aminoacidos dos
genes estruturais;

2. Comparar as sequéncias nucleotidicas e de aminoacidos de
cada gene estrutural das cepas deste estudo, entre si e outras variantes;

3. Comparar as estruturas secundarias de RNA previstas para a
regido 3' e 5’ nao codificadora entre as cepas de SLEV deste estudo e
outras variantes;

4. Avaliar as diferencas genotipicas entre as cepas circulantes
nas Americas;

5. Estabelecer oligonucleotideos especificos e padronizar um

ensaio de RT-PCR para detec¢do molecular de SLEV.
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MATERIAL E METODOS



l1l. Material e Métodos

1. Virus

Foram analisadas quatro cepas isoladas no Estado de S&o Paulo:
SPH253175, SPAN11916, SPAR147631 e SPAR149623. Os dados a
respeito da origem, local e ano de isolamento, sistema utilizado para
obtencdo do isolado e niumero de passagens no sistema para replicacédo

viral (Hammom & Work, 1964) se encontram na tabela 1.

Tabela 1. Descricdo das cepas utilizadas para o estudo.

Amostra ;?,ga(;g Material de Sistemade Passagem/
. Isolamento isolamento ano
isolamento )

viral
Sao Pedro sanque Cultura
SPH2531752 (SP) hum%no celular #1 /2004
2004 C6/36
b Registro (SP) camundongo
SPAN11916 1979 sentinela #18 / 2002
Cérebro de
Pereira camundongo
SPAR147631° Barreto (SP)  /\MoPheles = =\ o Swiss  #5 /1993
1993 triannulatus neonato
infectado

3 Auriflama (SP)

1993 Culex spp. #5 /1993

SPAR14962

#Rocco et al (2005)
® Souza Lopes et al (1979)
¢ Akemi Suzuki, dados néo publicados.
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2. Extracdo de RNA

O RNA foi extraido do sobrenadante de cultura celular e do cérebro
de camundongo albino neonato tipo Swiss infectados com o material
biolégico com o uso do sistema QIAmp viral RNA extraction KIT (QUIAGEN,
Valencia, CA, USA), baseado na técnica de Boom et al (1990). As instrucoes

descritas no manual do fabricante foram seguidas rigorosamente.

3. Amplificacdo do RNA (RT-PCR)

3.1. RT-PCR para deteccéo especifica de SLEV

A confirmacédo da identidade viral foi feita por um protocolo de RT-
PCR cedido em um treinamento realizado no Instituto Nacional de
Enfermedades Virales Humanas Dr. Julio |. Maiztegui, Pergamifio
(Argentina), com a utilizacdo de oligonucleotideos especificos para SLEV e
para WNV descritos na tabela 2. As condicbes de amplificacéo foram feitas

essencialmente como descrito por Rocco et al (2005).

Tabela 2. Oligonucleotideos para diferenciacédo entre WNV e SLEV.

: Regiéo Posicéo Tam?”h" .
Oligonucleotideo e S~ *°"1 amplicon Seqiiéncia (5’ -3’
gendmica gendmica (bb)
WN212 C. orM 233-257 TTGTGTTGGCTCTCTTGGCGTTCTT
- privie 407
WN619c M 640-616 CAGCCGACAGCACTGGACATTCATA
WN9483 9504-9528 CACCTACGCCCTAAACACTTTCACC
NS5 312
WN9794 9816-9791 GGAACCTGCTGCCAATCATACCATC
SLEpme75 727-750 GTAGCCGACGGTCAATCTCTGTGC
CePrM 392
SLEpme467 1119-1096 ACTCGGTAGCCTCCATCTTCATCA

"Posicdo gendmica dos oligonucleotideos de SLEV e WNV de acordo com as seqiiéncias das cepas
SLEV MSI-7 (M16614) e WNV NY99 (NC009942).
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3.2. RT-PCR para sequenciamento do genoma viral

3.2.1. Oligonucleotideos

Os oligonucleotideos empregados nas reacdes de amplificacdo e
sequenciamento foram deduzidos a partir das seqiiéncias nucleotidicas da
cepa referéncia Kern217 (nimero de acesso no GenBank NC007580), a
Unica em que o genoma completo encontra-se disponivel na literatura. Os
pares de oligonucleotideos utilizados para a amplificacdo e seqienciamento
gendmico estdo indicados na tabela 3. As temperaturas de anelamento
foram determinadas no programa OLIGO® CALCULATOR
(http://www.pitt.edu/~rsup/OligoCalc.htmL).

Tabela 3. Desenho de oligonucleotideos utilizados nas reacdes de
RT-PCR e seguenciamento, temperaturas de anelamento do par de
oligonucleotideos (Ta), tamanho do amplicon e regido genémica do qual

cada oligonucleotideo pertence.

Tamanho

Oligonucleotideos A o Ta : Regiao
* Sequénciab’ -3 °C) amplicon e,
(pb)

1 S26 AGATGTTCGCGTCGGTGAGCGGAGAG 53 581 5°NT, C,
R607 ATGTCATCTTTGCACATGAC prM

5 S482 TTGCAGTTATCAACCTATCAG 50 588 oM e M
R1070 TGGTGCCATCACTGTAACAC

3 S880 CGATTGGATGGATGCTAGGTAG 56 749 E

R1629 GGTTCAAGTCGTGAAACCAGTC
4 S1357 GCAACCTCATACTTGATGTTTTCTC 56 690 E
R2047 TCGCTCCCCCTGTGCTTA

S1608 GGTTCAAGTCGTGAAACCAGTC

5 56 948 E
R2556 GGAGTCAGAGGGAAATACTTGTAGTC

g S10111  TGGATGACAACAGAAGACAT 50 812 NS5 E
R10923 CACCACCAGCCACACTTTAC 3NT

" Os nimeros referem-se & posicdo dos oligonucleotideos no genoma da cepa referéncia americana
Kern217 (n° de acesso no GenBank NC007580) de SLEV. S — sentido sense; R — sentido reverso.
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3.2.2. Registro das sequéncias das regides gendmicas

As sequéncias de aminoacidos obtidas de cada cepa foram
inseridas no GenBank, com as suas respectivas numeragcdes, mostradas na
tabela 4.

Tabela 4. Numeracbes do GenBank das sequiéncias obtidas de

cada cepa com suas respectivas regides genémicas.

Regides genbmicas

Cepas GeneE 5 NT, GenesC, prM eM
SPH 253175 - GQ149239
SPAN11916 EF117302 GQ149240
SPAR147631 EF117303 GQ149241
SPAR149623 EF117304 GQ149242

3.2.3. RT-PCR em um passo (one step) para amplificacdo dos

genes estruturais

As reacdes de amplificacdo dos genes estruturais foram efetuadas
em uma unica etapa, num volume de reacao de 20uL contendo 50mM KCl;
10mM Tris-HCI, pH 8,5; 1,5mM MgCl,; 0,01% gelatina; 200uM de cada um
dos desoxinucleosideos trifosfatos (dNTP); 5mM DTT; 0,8U RNAsIn®
Ribonuclease Inhibitor (GibcoBRL®); 0,5uM de cada oligonucleotideo; 5U de
transcriptase reversa SuperScript™ 1l (Invitrogen™); 0,025U de Taq
Polimerase Platinum® (Invitrogen™), 10% DMSO e 2uL de cada RNA. As
misturas da reacdo foram colocadas no termociclador Mastercycler
Gradient® (Eppendorff®) programado para permanecer a 50° C por 30
minutos e prosseguir com 35 ciclos de desnaturacéo (94° C / 30 segundos),
anelamento (temperaturas distintas em funcdo do tamanho do fragmento e
da sequéncia nucleotidica de cada par de oligonucleotideo, como indicado
na tabela 3) e extensdo dos fragmentos complementares (72°C por 2
minutos). ApOs uma etapa de extensdo final a 72°C por 7 minutos, 0s
produtos foram armazenados a 4°C.
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3.3. Amplificacéo daregido 3'NT

3.3.1. RT-PCR touchdown

As misturas de reacdo para amplificacdo da regiao 3'NT por RT-
PCR touchdown foram feitas como descrito no item 3.2.2. ApGs a sintese de
cDNA, o termociclador foi programado para prosseguir com 8 ciclos de
desnaturagdo a 94° C por 30 segundos; anelamento a 65°C por 1 minuto,
com decaimento de 1°C por ciclo; extensao a 72°C por 2 minutos, seguindo-
se 25 ciclos em que a temperatura de anelamento foi mantida a 58°C por 1

minuto.

3.3.2. PCR em dois passos

Foram testadas dois tipos de trancriptase reversa para a sintese de
cDNA: M-MLYV (Invitrogen™) e SuperScript'™ IIl (Invitrogen" ).

3.3.2.1. Sintese de cDNA com SuperScript™ Il

Os RNAs extraidos das amostras do estudo foram incubados com
50mM KCI; 10mM Tris, pH 8,5; 4mM MgCl,; 0,01% gelatina; 200uM de cada
um dos desoxinucleosideos trifosfatos; 0,8U RNAsIin® Ribonuclease Inhibitor
(GibcoBRL®); 100U de SuperScript™ IIl (Invitrogen™); 50-250ng de random
primers ou 0,5uM do oligonucleotideo R10923 num volume de 20uL. Com
random primers, as misturas de reacdo foram pré-incubadas a 25°C por 5
minutos, processando-se a sintese de cDNA a 55°C por 60 minutos. Ao final
deste periodo, a enzima foi inativada por aquecimento a 70°C por 15
minutos. Com o oligonucleotideo especifico R10923, a sintese de cDNA
ocorreu a 50°C por 30 minutos e a inativacdo enzimatica a 94°C por 2

minutos.
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3.3.2.2. Sintese de cDNA com M-MLV RT

Os RNAs extraidos das amostras foram submetidos a uma etapa de
desnaturacdo a 65°C por 5 minutos, seguida de resfriamento rapido em
banho de gelo. A seguir, foram adicionadas as misturas de incubacdo que
continham em 20ul: 50mM KCI; 10mM Tris, pH 8,5; 4mM MgCl,; 0,01%
gelatina; 200uM de cada um dos desoxinucleosideos trifosfatos; 0,8U
RNAsIin® Ribonuclease Inhibitor (GibcoBRL®);. 200U de M-MLV RT
(Invitrogen™) e 0,5uM do oligonucleotideo R10923, processando-se a
sintese de cDNA a 37°C por 60 minutos e posterior inativagdo enzimatica a
70°C por 15 minutos.

3.3.2.3. Amplificagdo do cDNA

Uma aliquota de 5uL de cada cDNA foi adicionada a uma mistura
contendo em 50uL: 50mM KCI; 10mM Tris-HCI, pH 8,5; 1,5mM MgCly;
0,01% gelatina; 200uM de cada um dos desoxinucleosideos; 10% DMSO;
0,5uM dos oligonucleotideos S10111 e R10923 e 0,025U de Taq Polimerase
Platinum® (Invitrogen™). As misturas de reacdo foram colocadas no
termociclador Mastercycler Gradient® (Eppendorff)® programado para 35
ciclos de desnaturacdo (94° C / 30 segundos), anelamento (59°C / 1 minuto)
e extensao (72°C / 2 minutos). Apos uma etapa de extensao final a 72°C por
7 minutos, os produtos foram armazenados a 4°C.

3.4. Analise eletroforética dos produtos amplificados

O material amplificado foi analisado por eletroforese em gel de
agarose 1,5% em tampao 0,04M Tris; 0,05M acetato de sédio; 0,01M EDTA
pH 8,0 (TAE) corados com solucdo de brometo de etideo (Sambrook &
Russell, 2001).

Uma aliquota de 4uL de cada fragmento amplificado foi misturada

40



com 1L de tampao blue juice gel loading buffer (GibcoBRL®) contendo 65%
sacarose, 10mM Tris-HCI pH 7,5, 10mM EDTA e 0,3% Bromofenol Blue e
aplicado ao gel. O tamanho e massa moleculares foram determinados com
uso dos padrées 1 kb plus DNA™ Ladder e Low mass DNA™ Ladder,
respectivamente, obtidos da Invitrogen. A visualizacdo do gel e a
documentacgao foram efetuadas no programa LabWorks, com um sistema de
captura de imagens (Image Acquisition and analysis software) da UVP, Inc.
CA, USA.

4. Purificacao pré-reacao de sequenciamento

Os fragmentos especificos obtidos da RT-PCR foram purificados
utilizando-se o kit Concert™ Rapid PCR Purification Systems (Life
technologies™, GibcoBRL Products); a purificacdo de produtos retirados do
gel de agarose foi feita com o uso do kit Concert™ Gel Extraction Systems
(Life technologies™, GibcoBRL Products) seguindo-se as instrucdes do
manual. As amostras purificadas foram concentradas por centrifugacdo a
vacuo e novamente analisadas em gel de agarose em conjunto com o 1 kb
plus DNA™ Ladder e Low Mass DNA™ Ladder, para a determinacdo da
massa molecular recuperada para posterior realizagdo das reagOes de

sequenciamento.

5. ReacOes de sequenciamento do DNA

As sequéncias nucleotidicas do genoma viral foram determinadas a
partir de produtos de PCR abrangendo as regides de interesse. Foi utilizado
o kit ABI Prism® Big Dye" Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit
de acordo com instrugdes fornecidas pelo fabricante. As misturas de reagao
foram efetuadas em 10uL, contendo cerca de 10ng do cDNA, 3,6 picomoles

dos oligonucleotideos, 1uL do tampédo contendo enzima e terminadores
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fluorescentes, 3uL de tampéao de diluicdo 5X (Sequence Dilution-buffer)
composto por 5 mM MgCl,, 200mM Tris-HCI, pH 9.0) e 10% DMSO. As
reacbes de sequenciamento foram processadas no termociclador
Eppendorf® Mastercycle®/Mastercycle Gradient®, programado para 1 ciclo
de desnaturacdo do DNA a 94°C por 3 minutos e 25 ciclos de desnaturacéo
(94°C / 10segundos), anelamento dos oligonucleotideos (50°C / 5segundos)
e extensdo dos fragmentos (60°C / 4 min). Os produtos eram armazenados
a 4°C até a manipulacdo seguinte, sempre protegidos da luz.

6. Purificacdo das reacbes de seqienciamento de DNA

A cromatografia de gel filtracdo em microcolunas de Sephadex® G-
50 (Amersham Biosciences, CA, USA) foi utilizada para a eliminagcdo do
excesso de sais e terminadores fluorescentes. As colunas foram preparadas
no laboratério. Para isto, 1g de Sephadex® G-50 foi hidratada com 15mL de
agua MilliQ, permanecendo em repouso por 4 horas. Apés este periodo, 0
sobrenadante foi removido, adicionando-se novamente 15mL de agua MilliQ.
permanecendo a resina em repouso por, no minimo, 12 horas. Cerca de
800uL de resina hidratada foram transferidas para colunas apoiadas em
microtubos de 1,5mL. A agua intersticial foi eliminada por centrifugacdo por
2 minutos a 750xg, equivalendo a 3000rpm na Centrifuga 5415D
Eppendorf®. A seguir, as reacdes de seqienciamento acrescidas de 10 pL
de agua MilliQ foram aplicadas no topo das colunas que foram submetidas a
nova etapa de centrifugacéo a 750xg por 2 minutos. Os produtos purificados
foram secos em centrifuga a vacuo e armazenados a -20°C por até 7 dias
ao abrigo da luz. Posteriormente, cada amostra foi ressuspendida com 6pL
de solucdo contendo formamida deionizada e 25mM EDTA, pH 8.0,
bromofenol blue 50mg/mL (gel loading dye), na proporgao de 5:1, mantendo-
as ao abrigo da luz e em banho de gelo até serem submetidas a analise
eletroforética.
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7. Analise eletroforética das reacdes de seglienciamento

Os géis preparados para a analise eletroforética continham 18g de
uréia; 5mL de tampao 10X TBE (TBE 1x: 89mM Tris; 89mM &acido bérico;
2mM EDTA, pH 8,3), 5mL de solucdo comercial de acrilamida-bisacrilamida
(Long Ranger™ Gel solution), em volume final de 50 mL, filtrados em
membranas de nitrocelulose 47micra (Schleicher and Scheull) & véacuo,
antes da adicao de 250uL de persulfato de amoénio 10% e 25uL de Temed.
Foram empregadas placas de vidro de 36 cm e as andlises eletroforéticas
foram efetuadas no aparelho 377 ABI PRISM, modelo 377 (PE Applied
Biosystems).

8. Analise molecular

8.1. Alinhamento e traducé&o das sequéncias nucleotidicas

As sequéncias nucleotidicas foram editadas com auxilio do
programa Sequence Navigator 1.0 (Applied Biosystems) e a seguir alinhadas
manualmente com auxilio do programa BioEdit (Hall et al, 1999) e Clustal X
(Thompson et al, 1997). Os programas MEGA (Kummar & Tamura, 1993) e
MEGALIGN (DNASTAR, Inc. Madison, Wis. USA) foram usados para o

célculo do grau de identidade entre as sequéncias e documentacao final.

8.2. Previsao da estrutura secundaria de RNA das extremidades
5'NT e 3'NT

O programa MFOLD (Zuker, 1989), disponivel eletronicamente
(http://bioweb.pasteur.fr/) foi utilizado para fornecer as estruturas

secundarias de RNA prevista para 0os segmentos das regides 5’NT e 3'NT.
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9. Andlise filogenética

As sequéncias nucleotidicas completas do gene E, acrescidas de
outras obtidas junto ao GenBank, de cepas representativas de SLEV (tabela
5) foram alinhadas e importadas para o programa de computador PAUP
4.0b10 (Swofford, 2003).

As relagbes evolutivas entre as variantes foram estimadas usando o
critério de Parcimbnia e Verossimilhanca Maxima. Uma das arvores de
Méaxima Parciménia foi utilizada como topologia inicial para a escolha do
modelo de evolucdo de nucleotideos e estimar os parametros inerentes
(Swofford et al, 1996).

A escolha do modelo empregou o programa ModelTest 3.06 (Posada
& Crandall, 1998). O modelo de evolucdo GTR + | fornecido pelo ModelTest
foi 0 que mais se aplicou as sequéncias dos virus e, dessa forma, foi
utilizado na analise de verossimilhanca para inferéncia filogenética. O nivel
de confianca nas hipéteses filogenéticas geradas nas analises de parciménia
e verossimilhanca foi estimado com a analise de bootstrap sob os critérios
mencionados, com a inclusdo de grupos externos formados pelos Virus
Kunjin, Virus da Encefalite de Murray Valley, Virus West Nile e Virus da

Encefalite Japonesa.



Tabela 5. Sequéncias nucleotidicas do gene E empregadas na

analise filogenética.

. N° acesso
Cepa Localizacédo Ano Isolado GenBank
TexU1193 Texas, US Desconhecido Desconhecido AF205510
98V-3181 Texas, US 1998 Culex . AF205500
quinquefasciatus
Culex
PV7-3389 Texas, US 1987 quinquefasciatus AF205491
Culex
83V-4953 Texas, US 1983 quinquefasciatus AF205498
Texas 1955 Texas, US 1955 Humano AF205512
Parton St. Louis, US 1933 Humano AF205509
BFS-4772 California, US 1963 Culex tarsalis AF205454
65V-310 México 1965 Butorides AF205470
virescens
Tr 9464 Trinidad 1955 Psorophora ferox AF205486
GML903797 Panama 1983 Galinha sentinela AF205487
GML902612 Panama 1973 Haemagogus AF205475
equinus
75D-90 Peru 1975 Mosquito sp AF205479
SPAN9398 Sa;rzgh“o' 1968 Akodon sp AF205472
BeAr242587 Belém, Brasil 1973 Culex declarator AF205478
BeAn246407  Belém, Brasil 1973 Hylophylax AF205482
poecilonota
BeAn248398 Belém, Brasil Desconhecido Desconhecido AF205480
BeH203235 Belém, Brasil 1971 Humano AF205484
. . Didelphis
BeAn246262 Belém, Brasil 1972 marsupialis AF205483
SPH253175 Sagrzgh"o’ 2004 Humano DQ022950
79V-2533 Santa Fe, 1979 Culex sp AF205490
Argentina
78V-6507 Santa Fe, 1978 Culex pipiens AF205481
Argentina
CorAn9275 Cordoba, 1967 Mus musculus AF205474
Argentina
Cordoba, Calomys
CorAn9124 Argentina 1966 musculinus AF205473
Cordoba, Culex pipiens
CbAr4006 Argentina 2005 quinquefasciatus DQ385450
Cordoba, Culex pipiens
CbAra005 Argentina 2005 quinquefasciatus DQ385451
Desconhecida MVEV 1986 - X03467
MRM61C KUNV 1988 - D00246
956- WNV 1993 - NC001563
SA-14 JEV 1993 - M55506
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10. Padronizacédo de Técnica de RT-PCR para diagnostico

molecular

10.1. Oligonucleotideos

Os oligonucleotideos empregados na padronizacdo de um teste de
RT-PCR para deteccao de SLEV foram deduzidos a partir do alinhamento
das seqUéncias nucleotidicas dos genes estruturais obtidos para a cepa
SPH253175. Para assegurar maior especificidade, as sequéncias
nucleotidicas dos genes estruturais da cepa referéncia (M12294) de WNV
foram incluidas nesta andlise, descartando-se as regides de significativa
similaridade com o0 WNV.

Os alinhamentos, feitos inicialmente a partir das sequéncias de
aminoécidos de diferentes regides dos genes estruturais, empregaram 0s
programas EDITSEQ e MEGALIGN (DNASTAR, Inc. Madison, Wis. USA).
As temperaturas de anelamento dos pares de oligonucleotideos desenhados
foram determinadas com o0 programa OLIGO® CALCULATOR
(http://mww.pitt.edu/~rsup/OligoCalc.htmL) e confirmadas

experimentalmente.

10.2. RT-PCR

As reacdes de amplificacdo foram efetuadas em um passo s6 como
descrito no item 3.2.2.. A concentra¢do dos ions magnésio adequada para
gerar produtos especificos, foi determinada experimentalmente. A
temperatura 6tima de anelamento foi obtida com a execucao de ensaio de
gradiente de temperatura numa faixa abrangendo os valores calculados in

silico.
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RESULTADOS



V. Resultados

1. RT-PCR

1.1. Integridade dos RNAs extraidos e confirmacdo da

identidade viral

Os RNAs extraidos das quatro cepas foram amplificados por RT-
PCR segundo o protocolo obtido em Pergamifio. A presenca do produto de
aproximadamente 392 pares de base (pb) confirmou a presenca do virus
SLEV nas cepas deste estudo e indicou a integridade das preparagdes de
RNA como indicam as figuras 3 e 4.

A presenca de produtos amplificados com os pares de
oligonucleotideos WN9483/WN9794 (linhas 5 e 6 na figura 3), pode indicar
uma inespecificidade para as cepas brasileiras de SLEV com a utilizagao
desses oligonucleotideos descritos, uma vez que houve a presenca de um
produto inesperado nas cepas SPH253175 e SPAN11916.
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WN212 / WN9483 / SLEpme75/
WN619 WN9794 SLEpme467

Figura 3. Analise eletroforética em gel de agarose 1,5% corado
com brometo de etideo dos produtos amplificados por RT-PCR a partir
dos RNAs extraidos das cepas SPH253175 (2, 5, 8), SPAN11916 (3, 6,
9). Padrao de tamanho molecular (1) e controle negativo (4,7,10).

SPAR147631  SPAR149623 )

392pb

Figura 4. Analise eletroforética em gel de agarose 1,5% corado
com brometo de etideo dos produtos amplificados por RT-PCR a partir
dos RNAs extraidos das cepas de SLEV com a utilizacdo dos
oligonucleotideos WN212/WN619 (2 e 5), SLEpme75/SLEpme467 (3 e 6)
e WN9483/WN9794 (4 e 7). Padrdo de tamanho molecular (1) e controle

negativo (8).
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1.2. Amplificacéo daregido 5’NT e dos genes estruturais

A regido 5'NT e os genes C, prM e M foram amplificados por RT-
PCR com os oligonucleotideos descritos na tabela 3 obtendo-se produtos
especificos como indicado na figura 5. Os produtos da amplificacdo do gene
E com a utilizacdo dos pares de oligonucleotideos descritos por Kramer &
Chandler (2001), para as cepas SPAN11916 (figura 6), SPAR147631 e
SPAR149623 (figura 7) se encontram em seguida.

S26/R607 S482/R1070
(581pb) (588pb)

<+—— 581/588pb

Figura 5. Andlise eletroforética em gel de agarose 1,5% corado com
brometo de etideo dos produtos amplificados por RT-PCR dos RNAs
extraidos das cepas SPH253175 (1 e 5), SPAN11916 (2 e 6), SPAR147631
(3 e 7) e SPAR149623 (4 e 8). Padrdao de tamanho molecular (KB) e padréo
de massa molecular (ML). Os oligonucleotideos utilizados estdo indicados

acima da figura.
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<«——948pb
749pb
690pb

Figura 6. Andlise eletroforética em gel de agarose 1,5% dos
produtos amplificados por RT-PCR do RNA extraido da cepa
SPAN11916 com os oligonucleotideos descritos por Kramer & Chandler
(2001) para o gene E S880/R1629 (1), S1357/R2047 (2) e S1608/R2556
(3). Padréao de tamanho molecular (KB) e controle negativo (4).

SPAR147631 SPAR149623

200ng —»
120ng —»

80ng —»

40ng —»

20ng —»
10ng —»

Figura 7. Anadlise eletroforética em gel de agarose 1,5% corado
com brometo de etideo dos produtos amplificados por RT-PCR do RNA
extraido das cepas de SLEV com os oligonucleotideos descritos por
Kramer & Chandler (2001) S880/R1629 (1 e 4), S1357/R2047 (2 e 5) e
S1608/R2556 (3 e 6). Padrao de massa molecular (KB).
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1.3. Amplificacéo daregido 3'NT

Em relacdo a regido abrangendo o final do gene NS5 e a
extremidade 3’ NT, as reacf6es de RT-PCR em um s passo, efetuadas com
os pares de oligonucleotideos S10111/R10923 ndo foram satisfatérias ja que
foram obtidas bandas inespecificas, em torno de 300pb, de tamanho menor
gue o esperado (figura 8). Na tentativa de resolver esta questéo, diferentes
condi¢cdes foram testadas.

S10111/R10923
(812pb)

<«— 300pb

Figura 8. Analise eletroforética em gel de agarose 1,5% corado com
brometo de etideo dos produtos amplificados por RT-PCR dos RNAs
extraidos das cepas SPH253175 (1), SPAN11916 (2), SPAR147631 (3) e
SPAR149623 (4). Padrao de tamanho molecular (KB) e padrdo de massa
molecular (ML). Os oligonucleotideos utilizados estdo indicados acima da
figura. Presenca de produtos inespecificos para o par de oligonucleotideos
S10111/R10923 (em torno de 300pb).
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1.3.1. Avaliacdo da temperatura 6tima de anelamento

A temperatura otima de anelamento foi verificada por meio de um
gradiente de temperatura conduzido no termociclador Mastercycle
Gradient®. As temperaturas avaliadas situaram-se entre 50°C e 58,6°C. Os
produtos amplificados esperados (em torno de 800 pb) foram detectados
nas temperaturas de 57.8°C e 58.6°C (figura 9), notando-se, contudo, a

presenca de produtos inespecificos em torno de 300pb.

SPH253175 SPAN11916

SPAR14763 SPAR149623

Figura 9. Andlise eletroforética em gel de agarose 1,5% corado com
brometo de etideo dos produtos amplificados por RT-PCR com o0s
oligonucleotideos S10111/R10923 das cepas indicadas. Amplificacdo dos
produtos em torno de 300pb e 800pb (setas). Temperaturas de anelamento
de 52.8°C (1, 6, 11 e 16), 54.8°C (2, 7, 12 e 17), 56.5°C (3, 8, 13 e 18),
57.8°C (4, 9, 14 e 19) e 58.6°C (5,10,15 e 20). Padréo de tamanho molecular
(kb).
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1.3.2. Reamplificacéo

Na tentativa de aumentar a concentracdo dos produtos obtidos com
as temperaturas de anelamento de 57.8°C e 58.6°C os fragmentos foram
reamplificados com os mesmos pares de oligonucleotideos nas mesmas
condicbes da primeira amplificacdo. Os resultados desse experimento
indicaram que o produto desejado (812pb) foi amplificado, porém em
guantidade reduzida em relacdo aos demais fragmentos inespecificos
(figura 10).

Kb 1n 2n 3n 4n M

812ph —»

Figura 10. Andlise eletroforética em gel de agarose 1,5% dos
produtos amplificados por Nested-PCR da regido entre S10111/R10923 das
cepas SPH253175 (1n e 1), SPAN11916 (2n e 2), SPAR147631 (3ne 3) e
SPAR149623 (4n e 4). Padrdo de tamanho molecular (kb) e padrdo de

massa molecular (M).

Os produtos obtidos da regido de interesse foram purificados do gel
de agarose, resgatando-se pequena quantidade de material como indica a
figura 11.
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<«— 812pb

Figura 11. Analise eletroforética em gel de agarose 1,5% corado
com brometo de etideo dos produtos de interesse purificados amplificados
por Nested-PCR da regido S10111/R10923 das cepas (1) SPH253175, (2)
SPAN11916, (3) SPAR147631 e (4) SPAR149623. Padrdo de tamanho

molecular (kb).

O produto do SPH253175 que tinha a maior massa, foi sequenciado
sem sucesso. Com isso, novas tentativas de alteracdo de protocolo

ocorreram.

1.3.3. Efeito da desnaturacéo prévia do RNA

Uma aliquota de 4uL do RNA extraido da cepa SPAN11916 foi
aguecida a 94°C por 3 minutos e imediatamente colocada em de banho de
gelo. Ap6s a adicdo da mistura de reacdo o material foi amplificado com
gradiente de temperatura de anelamento a partir de 62°C no termociclador
Eppendorf® Mastercycle®/Mastercycle Gradient®. A analise eletroforética

posterior indicou que néo ocorreu a formacao do produto esperado (812pb).
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Foi realizado outro RT-PCR de gradiente, com as mesmas
temperaturas, desnaturando inicialmente o0 RNA do SPAN11916 a 94°C por
3 minutos com ou sem adicdo de DMSO seguido de resfriamento rapido em
banho de gelo. Os resultados obtidos indicaram que a adicdo de DMSO na
reacdo também néo foi eficaz na geracdo dos produtos abrangendo a regido
3'NT (figura 12).

DMSO (+) DMSO (-)

kb 1a 2a 3a 4a 5H5a 1b 2h

<+«—— 812pb

=
Nt
L4
-—

Figura 12. Andlise eletroforética em gel de agarose 1,5% dos
produtos de interesse amplificados RT-PCR da regido S10111/R10923 da
cepa SPAN11916 segundo temperatura de anelamento utilizada (la-b)
58.4°C, (2a-b) 60.5°C, (3a-b) 62.7°C, (4a-b) 64.9°C, (5a-b) 66.9°C. Padrado
de tamanho molecular (kb). Presenca (+) e Auséncia (-) de DMSO.

1.3.4. Efeito de transcriptase reversa obtida de diferentes
procedéncias e amplificacdo de RNA em protocolo em duas etapas
Foram realizadas novas tentativas de obtenc&o do produto desejado

da regidio S10111/R10923 com a utilizacdo da M-MLV RT (Invitrogen™) e

SuperScript™ I (Invitrogen™) em um protocolo em duas etapas, com a
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sintese do cDNA processada com random primers e também com o
oligonucleotideo especifico R10923.

Somente uma pequena quantidade do produto da amplificagcdo com
a utiizacdo da M-MLV RT foi detectada, na cepa SPH253175, nao

possuindo massa suficiente para a reacao de segienciamento.

1.3.5. Efeito da acéo de formamida, DMSO e de ions magnésio

Foram efetuados outros ensaios visando avaliar o efeito da adi¢céo
de concentragOes crescentes de MgCl, e de agentes desnaturantes como
DMSO e formamida na formacéo de produtos de amplificacdo especificos
abrangendo a regido 3'NT. Foram mantidos os protocolos de RT-PCR em
um passo e a temperatura de anelamento de 59°C. Os resultados indicaram
gue houve formacao de produtos amplificados somente na concentracao de
1,5mM de MgCl, com 10% de DMSO. Contudo, esse material purificado do

gel ndo se mostrou adequado para as reacdes de sequenciamento de DNA.

1.3.6. RT-PCR touchdown

Foi utilizado um RT-PCR em um passo no formato touchdown em
gue as temperaturas de anelamento decaem a cada ciclo. Contudo, nenhum
produto foi observado.

Diante do insucesso da amplificacdo da regido 3'NT, foram
elaborados novos oligonucleotideos em fungcdo da seqiiéncia nucleotidica da
cepa referéncia Kern2l7 (NC007580). O oligonucleotideo reverso,
designado como R10931 (5 - GATTTTTTCACCACCAGCCACA - 3),
localizado na posicdo 10910-10931, empregado juntamente com o S10111
(tabela 3) ndo foi adequado, dada a presenca de bandas fracas e, em

consequéncia, em quantidade insuficiente para o sequenciamento posterior.
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1.3.7. Utilizac&o do oligonucleotideo VD8

O oligonucleotideo reverso VD8 (5’ - TAGAGGTTAGAGGAGACCC
- 3) desenvolvido por Pierre et al (1994), localizado em uma regiao
altamente conservada para os flavivirus, nas posicoes 10709-10728,
juntamente com o oligonucleotideo S10111, foram empregados na reagao
de RT-PCR na tentativa de fornecer o produto abrangendo a regido 3'NT.

A temperatura 6tima de anelamento do par de oligonucleotideos
S10111/vD8 foi verificada por meio de um gradiente de temperatura
conduzido no termociclador Mastercycle Gradient® inicialmente com a cepa
SPH253175. As temperaturas avaliadas situaram-se entre 50.7°C e 58.8°C.
Os produtos amplificados esperados (em torno de 617 pb) foram detectados
em todas as temperaturas, contudo em maior quantidade quando na
temperatura de 50.7°C (figura 13). A banda desejada foi extraida do gel com
o kit Concert™ Gel Extraction Systems (Life Technologies™, GibcoBRL
Products) e sequenciada. Em seguida, o mesmo procedimento foi repetido

com as demais cepas do estudo.

kb 1 2 3 4 4

+—— 617pb

Figura 13. Analise eletroforética em gel de agarose 1,5% corado
com brometo de etideo dos produtos amplificados por RT-PCR com os
oligonucleotideos S10111/VD8 da cepa SPH253175. Amplificacdo dos
produtos desejados em torno de 617pb (setas) nas respectivas temperaturas
de anelamento de 50.7°C (1), 53.1°C (2), 55.4°C (3), 57.3°C (4) e 58.8°C (5).
Padrao de tamanho molecular (kb).
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2. Sequenciamento

A massa molecular de todos os fragmentos amplificados foi
estimada a partir da utilizacdo do padrdo Low Mass DNA™ Ladder em cada
analise eletroforética. Dessa forma, assegurou-se que a quantidade de DNA
adicionada nas reacOes de sequenciamento, encontrava-se nos padroes
sugeridos pelo fabricante do kit ABI Prism® Big Dye" Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction Kit. As figuras 5, 6, 7 e 8 apresentam o0s
resultados dessas andlises para seus respectivos produtos e massas
obtidos.

Na figura 14 se encontra a andlise eletroforética dos fragmentos
obtidos para o gene E da cepa SPAN11916 purificados com o kit Concert™
Rapid PCR Purification Systems (Life Technologies™, GibcoBRL Products).

A estimativa de massa de cDNA também foi realizada com os
fragmentos obtidos apresentados nas figuras 5, 6, 7 e 8 para as demais
cepas e regides genbmicas.

200ng —p|
120ng —»
5ona = 7o
40ng —p| 690pb
20ng —p
10ng

Figura 14. Analise eletroforética em gel de agarose 1,5% corado
com brometo de etideo dos produtos do gene E da cepa SPAN11916
amplificados com os oligonucleotideos S880/R1629 (1), S1357/R2047 (2) e
S1608/R2556 (3) apds purificacdo. Padrdo de peso molecular (ML).
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3. Analise Molecular

3.1. Genes estruturais

Apés a edicdo e combinacdo das sequéncias nucleotidicas dos
diversos fragmentos gendmicos foi possivel estabelecer os tamanhos
moleculares para cada gene individual, a saber: C 363 bases (121
aminoacidos), prM 276 bases (92 aminoacidos), M 225 bases (75
aminoacidos) e E 1503 bases (501 aminoéacidos).

As sequéncias nucleotidicas e de aminoacidos de cada um dos
genes C, prM, M e E, determinadas para as cepas do estudo, foram
alinhadas e comparadas entre si. Os resultados desta analise indicaram a
presenca de regides genbmicas bem conservadas, notando-se algumas
alteracfes nucleotidicas dispersas aleatoriamente, algumas delas resultando

em alteracdo de aminoacidos.

3.1.1. Similaridade entre nucleotideos e aminoéacidos

O grau de identidade para cada par de sequéncias de nucleotideos
e de aminoacidos determinado para 0s genes estruturais das cepas do
estudo esta indicado na tabela 6. As matrizes dos alinhamentos das
sequéncias nucleotidicas e de aminoacidos que geraram esses dados, estao
indicadas nas tabelas 7 a 10.
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Tabela 6. Grau de identidade para cada par de sequéncias

nucleotidicas e de aminoacidos dos genes estruturais das cepas de SLEV

do estudo.
G % similaridade de % similaridade
ene . o

nucleotideos de aminoacidos

C 93,1 - 100 98,3 - 100

prM 93,3 -100 98,9 - 100

M 90,9 - 100 100

E 93,3-100 97,8 - 99,8

A porcentagem de similaridade das sequéncias foi determinada com
0 uso do programa MEGALIGN (DNASTAR, Inc).

Tabela 7. Porcentagem de similaridade das sequéncias
nucleotidicas e de aminoacidos obtidas para o gene C entre as cepas de
SLEV do estudo.

SPH253175 SPAN11916 SPAR147631 SPAR149623

SPH253175 - 95.3 94.2 94.2
SPAN11916 99.2 - 93.1 93.1
SPAR147631 99.2 98.3 - 100
SPAR149623 99.2 98.3 100 -

Similaridade de nucleotideos
Similaridade de aminoacidos

Tabela 8. Porcentagem de similaridade das seqiiéncias nucleotidicas

e de aminoacidos obtidas para o gene prM entre as cepas de SLEV do

estudo.
SPH253175 SPAN11916 SPAR147631 SPAR149623
SPH253175 - 93.3 95.1 95.1
SPAN11916 98.9 - 95.6 95.6
SPAR147631 100 98.9 - 100
SPAR149623 100 98.9 100 -

Similaridade de nucleotideos
[ ] Similaridade de aminoacidos

61



Tabela 9. Porcentagem de similaridade das sequéncias nucleotidicas

e de aminoacidos obtidas para o0 gene M entre as cepas de SLEV do

estudo.

SPH253175 SPAN11916 SPAR147631 SPAR149623
SPH253175 - 94.6 92.8 92.8
SPAN11916 100 - 90.9 90.9
SPAR147631 100 100 - 100
SPAR149623 100 100 100 -

[ ]Similaridade de nucleotideos
1 Similaridade de aminoacidos

Tabela 10.

Porcentagem de similaridade das sequéncias

nucleotidicas e de aminoacidos obtidas para o gene E entre as cepas de

SLEV do estudo e outras cepas representativas do continente americano.

SPH253175

SPAN11916

SPAR147631

SPAR149623

BeH203234

BeAn246407

BeAn248398

BeAr242586

CbAr4005

CorAn9124

78V-6506

Texas1955

PV7-3388

SPH253175 -

SPAN11916 = 99.2
SPAR147631 98.8
SPAR149623 98.6

BeH203234

99.4

BeAn246407 99.4

BeAn24839

8 99.4

BeAr242586 99.6

CbAr4005
CorAn9124
78V-6506
Texas 1955
PV7-3388

99.4
98.4
99.4
99.6
99

(o]
€0
[EEY

98.6
99.4
)
99
99.2
99
98.2
99.4
99.2
98.6

© ©
=
© ~

99.8
99.4
99
99
99.2
99
97.8
99.4
98.8
98.6

92.7
91.9
100
99.2
98.8
98.8
99
98.8
97.6
99.2
98.6
98.4

93.6
93.1
96.2
96.2
99.6
99.6
99.8
99.6
98.4
100
99.4
99.2

© ©
=
© ©

95.9
95.9
96.3

99.6
99.8
99.6
98.2
99
99.6
99.2

© ©
> ey
N

96.3
96.3
96.8
97.7

99.9
99.6
98.2
99.6
99.4
99.2

93.3
92.6
96.5
96.5
96.9
97.7
98.9

99.8
98.4
99.8
99.4
99.4

95.6

92.5
92.5
94.3
93.3
93.8
93.8

98.2
99.6
99.4
99.2

© ©
= N
N W

91.6
91.6
92.9
92.4
92.9
92.7
92.2

98.4
98.4
97.8

93.3

96.3
96.3
96.8
98
98.2
98.3
93.7
92.7

98.8
99.2

(]
€
]

97.7
92
92

92.9

92.4

92.9
93

93.5

91.3

92.5

99

91.5

90.6
90.6
91.4
91.1
91.4
91.5
91.4
89.5
91
91.7

Similaridade de nucleotideos
|:| Similaridade de aminoacidos
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3.1.2. Alteracdes de aminoacidos

As alteracdes de aminoacidos detectadas nas proteinas codificadas
pelos genes estruturais entre as cepas do estudo estdo indicadas nas
tabelas 11 e 12.

Os alinhamentos entre as seqUéncias dos aminoacidos das
proteinas codificadas pelos genes estruturais das cepas analisados no
estudo e cepas de SLEV representativas de casos de infeccdo humana
foram realizadas com o auxilio do programa MEGA (Kummar & Tamura,
1993) e estdo indicadas no Apéndice, como segue: gene C, Apéndice I;
gene prM, Apéndice II; gene M, Apéndice Ill e gene E, Apéndice IV.

Foram observadas alteracbes de aminoacidos nas proteinas
codificadas pelos genes C, prM e E comparando com as seqiéncias obtidas
das cepas do Estado de S&o Paulo entre si. Substituices dos residuos de
aminoacidos apolar para hidrofébico e para béasico foram detectadas na
proteina codificada pelo gene C e, de hidrofébico para basico e de acido
para basico, para a proteina codificada pelo gene prM, conforme indica a
tabela 11.

A comparagdo com outras sequéncias presentes no GenBank de
outras cepas de SLEV s6 foi feita para o gene E, devido a escassez de

dados para os demais genes.
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Tabela 11. Substituicbes ndo conservadas de aminoacidos nas
proteinas codificadas pelos genes C e prM entre cepas do continente
americano em relacdo a cepa SPH253175 isolada no Estado de S&o Paulo,
Brasil.

PosICAO NO C
GENE

SPH253175
SPAN11916
SPAR147931
SPAR149623
72V4749
BEAN246262
BEAN247377
CORAN9214
PARTON
TRVL9464
GML902612
69M1143
65V310
Kern217 L

E/D — sem troca de caracteristica
E/K — &cido para basico

G/R — apolar para basico

L/F — apolar para hidrofobico

Y/H — hidrofébico para bésico

E
<

w
>
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~
w

rrmmrr - - O OO -
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Para o gene E foram observadas vérias alteracdes aleatdrias como
polar para apolar, basico e hidrofébico; acido para polar; apolar para

hidrofobico, polar e basico; basico para polar, conforme tabela 12.
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Tabela 12. Alteracdes ndo conservadas de aminoacidos na proteina
codificada pelo gene E entre cepas do continente americano em relacdo a
cepa SPH253175.

Cepas 29 66 130 154 156 161 303 310 316 365 369 391 487 488

SPH253175 S D | N S K G T T G H T A \%
SPAN11916 S D| F N F K G T T G N T A Vv
SPAR147931 S D | N F K G T A G N T A Vv
SPAR149623 S D | N F K G T A G N T A \%
72V4749 S D | N S Q S T A G N T A Vv
BEAN246262 S D | N S K G T A G N T A Vv
CORAN9214 G N I N A K G | T G N T A T
PARTON S D | N F K G T T G N T A \%
TRVL9464 S D | N F K G T A G N T A Vv
GML902612 S D | N S K G T A R N A A Vv
69M1143 S D | N F K G T T G N T A Vv
65V310 S D | K F K G T T G N T T Vv
Kern217 S D | N S K G T T G N T A Vv

AIT — apolar para polar N/K — polar para basico

D/N — &cido para polar S/A - polar para apolar

G/R — apolar para basico S/F — polar para hidrofébico

G/S — apolar para polar S/G — polar para apolar

H/N — bésico para polar T/A — polar para apolar

I/F — apolar para hidrofébico T/l — polar para apolar

K/Q — basico para polar VIT — apolar para polar

3.2. Andlise daregiao 5’NT

As sequéncias nucleotidicas parciais da regido 5’NT das cepas do
estudo foram obtidas a partir dos produtos amplificados com o par de
oligonucleotideo S26/R607. Estas sequéncias foram alinhadas, comparadas
entre si e com a cepa referéncia Kern217 (NC007580) (figura 15).
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1 11 21 31
Ker n217 AAACAGATTT CCTTTTTGGA GGATAATAAC TTAACTTGAC
SPH253175 .......... B C.. ... ...
SPAN11916 .......... B C.. .. ... ...
SPAR147631 .......... B C.. ... ... ...
SPAR149623 .......... B C.. ... ... ...
41 51 61 71
Ker n217 TGCGAACAGT TTTTTAGCAG GGAATTACCC A
SPH253175 ... ... e
SPAN11916 .......... ... e
SPAR147631 .......... ........ G ..........
SPAR149623 .......... ........ G ..........

Figura 15. Alinhamento das sequéncias nucleotidicas parciais (71
nucleotideos) da regido 5'NT determinadas para as cepas do estudo. O
alinhamento foi feito em relacdo a cepa referéncia Kern217. Os pontos
indicam residuos idénticos. Em destaque se encontram as bases diferentes

e suas respectivas posicoes.

3.2.1. Estrutura secundaria de RNA prevista para a extremidade
5NT

A comparacdo entre as estruturas secundarias de RNA previstas
para a extremidade 5’NT termodinamicamente mais favoraveis, geradas no
programa MFOLD, revelou pequenas diferencas entre elas de acordo com
as alteracdes observadas no contetdo das bases, como mostram as figuras
16 (cepas SPH253175 e SPAN11916), 17 (cepas SPAR147631 e
SPAR149623) e 18 (cepa Kern217).
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Figura 16. Estrutura secundaria de RNA prevista para a regidao 5’NT
(71 nucleotideos) das cepas SPH253175 (esquerda) e SPAN11916 (direita)

com energia livre de -8.8 Kcal/mol.
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Figura 17. Estrutura secundaria de RNA prevista para a regido 5'NT
(71 nucleotideos) das cepas SPAR147631 (esquerda) e SPAR149623

(direita) com energia livre de -10.3 Kcal/mol.
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unecm nta
A

dG = -11.5 finitially -11.50] Kern217

Figura 18. Estrutura secundaria de RNA prevista para a regido 5’NT

(71 nucleotideos) da cepa Kern217 com energia livre de -11.5 Kcal/mol.

3.3. Andlise da regido 3'NT

As sequéncias nucleotidicas parciais da regido 3'NT das cepas do
estudo foram obtidas a partir dos produtos amplificados com o par de
oligonucleotideo S10111/VD8. Estas sequéncias foram alinhadas,
comparadas entre si e com a cepa referéncia Kern217 (NC007580) (figura
19).
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1
Ker n217 TAGATTGAAA
SPH253175 ..AGC A G
SPAN11916 ...... A ..
SPAR147631 .. AG ..... C
SPAR149623 ---------- -----aoon oaeoaooo oo L.
48
Kern217 ATCAGTTTTG CCACCGGATG TCAGGTAAAC GGTGCTGICT GTAACCTGGC
SPH253175 ... o o
SPAN11916 .. T....... ........ A
SPARLA7631 .. T....... .. o o
SPARL49623 .. T. ... .. e e e
98 108 118 128 138
Ker n217 CCCAGGCGAC TGGGITATCA AAGCCAACCC GGCTGGGTGC AAAGCCCCTC
SPH253175 ...... T o TTA...A... ..........
SPAN11916 ...... Tooo o TT .o
SPAR147631 ...... Too TTA . ...A ... ..........
SPAR149623 ...... Tooo oo TTA...A... ..........
148 158 168 178 188
Ker n217 ATTCCGACTC GGGAGGGTCC CTGGCACGTA GGCTGGAGAG GACGCACAA
SPH253175 .. ... o o A ..
SPANLIO16 .. ... .. .. e e e C ...
SPAR147631 ....... T e A ..
SPAR149623 ....... T e A ..
198 208 218 228 238
Ker n217 TCAGACCAGA AATGCCACCT GAAAGCATGC TAAAGGTGCT GTCTGTACAT
SPH253175 .. . e e e
SPANLIOL6 .. .. e e e
SPARLAT7G3L . ... e e
SPARL49623 ... ... ... o oo
248 258 268 278 288
Ker n217 GCCCCAGGAG GACTGGGTTA ACAAAGCTTA ACAGCCCCAG CGECCH
SPH253175 .. ... e e )
SPAN11916 .......... ... s e )
SPARLAT763L . ... ... i e e ]
SPARL49623 .. ... ... o o ---
298 308 318 328
Ker n217 CATGGAGTGC GTGACCATGG CGTAAGGACT AGAGGTTA
SPH253175 .. .. .. e
SPAN11916 ......---- ---------- s oo
SPARLI47631 ......---- -------mmm mmmmmoaaoo oo
SPAR149623 ---------- ------ooos aaaooaooo oo

Figura 19. Alinhamento das sequéncias nucleotidicas parciais (335
nucleotideos) da regido 3'NT determinadas para a cepa SPH253175, 303
nucleotideos para as cepas SPAN11916 e SPAR147631 e 261 nucleotideos
para a cepa SPAR149623. O alinhamento foi feito em relagdo a cepa
referéncia Kern217. Os pontos indicam residuos idénticos. A primeira trinca
de nucleotideos, em azul, é o stop cédon. Em destaque se encontram as
bases diferentes em relacdo a cepa padrao com suas respectivas posicoes.
A regido entre os colchetes indica os nucleotideos determinados em todas

as cepas.
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3.3.1. Estrutura secundaria de RNA prevista para a extremidade
3 NT

As estruturas secundarias previstas para a extremidade 3'NT
termodinamicamente mais favoraveis, geradas no programa MFOLD, foram
realizadas a partir dos 261 nucleotideos presentes em todas as cepas ap0s
o0 stop codon, destacado entre os colchetes azul na figura 19.

Essas estruturas revelaram diferencas entre elas, porém
semelhantes entre a cepa referéncia Kern217 e a SPAN11916 (figura 20) e
iguais entre as cepas SPH253175 (figura 21), SPAR147631 e SPAR149623
(figura 22).
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Figura 20. Estrutura secundaria de RNA prevista para a regidao 3'NT
(261 nucleotideos) das cepas Kern217 (esquerda) e SPAN11916 (direita)
com energia livre de -86,38 Kcal/mol e -88,33 Kcal/mol, respectivamente.
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Figura 21. Estrutura secundaria de RNA prevista para a regido 3'NT
(261 nucleotideos) da cepa SPH253175 com energia livre de -84,53Kcal/
mol.
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G

o

dG = -84.53 finitially -90.60] SPAR147631

dG = -84.53 [initially -90.60] SPAR149623

Figura 22. Estrutura secundaria de RNA prevista para a regidao 3'NT (261

nucleotideos) das cepas SPAR147631 (esquerda) e SPAR149623 com
energia livre de -84,53Kcal/mol.

3.4. Analise filogenética

As sequéncias obtidas do gene E das cepas do estudo e de outras
variantes representativas, obtidas do GenBank (tabela 4), foram alinhadas
manualmente com o auxilio do programa BioEdit (Hall et al, 1999) e Clustal

X (Thompson et al, 1997) e conduzidas posteriormente no programa PAUP
(Swofford, 2003).
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Para o critério de Parcimbnia efetuou-se o consenso de 5 arvores
com caracteres ndo pesados, com valores de confiangca nas hipéteses
filogenéticas geradas nas analises de bootstrap (figura 23) e uma Unica
arvore pesada representada por um filograma na figura 24. Os gendétipos
assinalados foram baseados nos propostos por Kramer & Chandler (2001)
com a presenca do grupo externo, formado pelos KUNV, MVEV, WNV e
JEV.

Para o critério de Verossimilhanca, a escolha do modelo empregado
foi determinado pelo programa ModelTest 3.06 (Posada & Crandall, 1998) e
0 mais aplicado, segundo os método AKAIKE, foi o modelo de evolucdo
GTR+I. A figura 25 apresenta a topologia obtida, os valores de confianca
gerados pela analise de bootstrap e a indicacao dos genotipos .

Os gendtipos identificados das cepas deste estudo foram idénticos
em todas as andlises descritas sendo Il para a cepa SPAN11916, lll para
SPH253175 e V para SPAR147631 e SPAR149623, propostos por Kramer &
Chandler (2001).
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96 (——— MVEV
L Jev
100 —— KUNV
L wnv
100  — CorAn9275 Vi
L CorAn9124
79 (———— 78V 6507
97 L BEAN246407
94 BEAN248398
76 95—: BeAr242587
75D 90
TR9464 v
100 98 71 &: SPAR14763
SPAR14962
98 [— BEAn246262
L BEH203235
100 79V 2533
97 &‘: CbAR4006 "
CbAR4005
SPH253175
100 SPAN9398
66 o4 62 _: SPAN11916
&: Texas1955 .
TexU1193
100 65v 310
Parton
92 100 [———— 83V 4953
J TV T
100 (——— BFS4772 |
L Pv73389
IV
VI

Figura 23. Topologia de consenso estrito de 5 arvores ndo pesadas

geradas na analise de maxima parciménia com caracteres de peso igual das

sequéncias nucleotidicas do gene E, conduzida no programa PAUP com

inclusdo dos grupos externos formados por MVEV, JEV, KUNV e WNV. Os

nameros indicados nos ramos referem-se aos valores de bootstrap. Os

genotipos foram assinalados conforme proposto por Kramer & Chandler

(2001).
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Figura 24. Topologia de uma arvore pesada gerada na analise de
maxima parcimdnia com caracteres de peso igual das sequéncias
nucleotidicas do gene E, conduzida no programa PAUP, com inclusdo dos
grupos externos formados por MVEV, JEV, KUNV e WNV. Os gendtipos
foram assinalados conforme proposto por Kramer & Chandler (2001).
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Figura 25. Topologia de consenso estrito de 1000 arvores geradas
na andlise de verossimilhanca das sequéncias nucleotidicas do gene E, no
modelo de GTR+l com caracteres de peso igual, conduzida no programa
PAUP, com inclusdo dos grupos externos formados por MVEV, JEV, KUNV
e WNV. Os numeros indicados nos ramos referem-se aos valores de
bootstrap. Os gendtipos foram assinalados conforme proposto por Kramer &
Chandler (2001).
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4. Padronizacao da técnica de RT-PCR para diagnéstico

4.1. Desenho dos oligonucleotideos

As sequUéncias de aminoacidos dos genes estruturais, obtidas a
partir do sequenciamento da cepa SPH253175, foram alinhadas com as
sequéncias da cepa referéncia do WNV (NC001563) para a determinagao
das sequéncias diferentes em ambas (Apéndice V).

Apos o alinhamento, foram identificadas as regibes de maior
variabilidade para assegurar a especificidade do ensaio ao dificultar a
ligacdo com WNV.

Essas sequéncias alinhadas foram revertidas para nucleotideos,
determinando, assim, dois oligonucleotideos de forma a contemplar uma
regido dos genes estruturais com um tamanho em torno de 400pb para a
padronizacdo do RT-PCR, conforme presente na tabela 13.

Foi desenhado também um par de oligonucleotideo interno a essa
regido (tabela 13), para a realizacdo de um Nested-PCR indicado para

deteccdo de amostras com carga viral reduzida, se necessario.

Tabela 13. Oligonucleotideos desenhados para o diagnéstico de
SLEV por RT-PCR.

Tamanho o :
_ 5 _ . TM Técnica Regiao
Oligonucleotideo amplicon Sequiéncia 5’-3' .
(°C) molecular genémica
(pb)
S91 AAGAGGATACTTGGAAGTCTGC
i 447 50 RT-PCR
R538 CCGCTGAAAGCACTGGACAC 5'NT, C
S319 120 GGATCGCTGCTCGGATTGGCT 50 Nested- e prM
R439 GAATGTTTATGGCGCTTTGGGC PCR
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4.2. Determinacao da concentracéao ideal de MgCl;

A reacao de RT-PCR one step efetuada com RNA extraido da cepa
SPH253175 em presenca dos oligonucleotideos desenhados no estudo e
concentracdes crescentes de MgCl, (ImM a 3mM) indicou a formacéo de
produtos especificos, em quantidade ligeiramente maior com 1,5mM de
MgCl, (figura 26).

<«— 447pb

Figura 26. Andlise eletroforética em gel de agarose 1,5% corado
com brometo de etideo dos produtos amplificados com os oligonucleotideos
S91/R538 na presenga de MgCl, nas concentragdes de 1mM (1), 1,5mM (2),
2mM (3), 2,5mM (4) e 3mM (5) com a utilizacdo de RNA extraido da cepa
SPH253175. Padrao de peso molecular (KB).

4.3. Teste de especificidade

Foi realizado um RT-PCR one step com o0s oligonucleotideos
especificos desenhados no estudo e RNA extraido de outros flavivirus como
Virus Dengue tipos 1, 2, 3 e 4 (DENV), Virus llhéus (ILHV), Virus Rocio
(ROCV), Virus da Febre Amarela selvagem (YFVs) e Virus Iguape (IGPV).
Os resultados obtidos indicaram que as condi¢bes padronizadas foram
adequadas para deteccéo especifica de SLEV (figura 27).
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447pb

Figura 27. Analise eletroforética em gel de agarose 1,5% corado
com brometo de etideo dos produtos amplificados com os oligonucleotideos
S91/R538 dos RNAs extraidos das cepas SLEV SPH253175 (1,8 e 11);
DENV-1 (2); DENV-2 (3); DENV-3 (4); DENV-4 (5); ROCV (6); ILHV (7);
YFVs (9); IGPV (10). Padréo de tamanho molecular (kb) e controle negativo
(12).
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V. Discussao

Os arbovirus sao importantes causadores de diversas epidemias
por todo o mundo. No continente americano, os flavivirus se destacam
sendo representados, principalmente, pelos Virus da Febre Amarela,
Dengue, West Nile e Encefalite de St. Louis.

A SLE é uma arbovirose pouco detectada em humanos no Brasil.
Os relatos apontam para um quadro clinico distinto do que ocorre em outros
paises onde o virus € endémico, como nos Estados Unidos e Argentina
(Pinheiro et al, 1981; Pinheiro et al, 1986; Coimbra et al, 1997; Spinsanti et
al, 2003; Rocco et al, 2005).

SLEV é virus de grande importancia em saude publica pois é
disperso por meio de ciclos entre culicideos e aves migratorias e residentes,
sendo o humano um hospedeiro acidental infectado (Tsai & Mitchell, 1988).
Devido as raras cepas isoladas no Brasil desde o primeiro caso, poucos
estudo filogenéticos (Batista et al, 2001; Chandler et al, 2001; Baleotti et al,
2003; Kuno & Chang, 2005) e proposicdes de diagnosticos moleculares
foram realizados. As quatro cepas isoladas no Estado de Sdo Paulo séo
raros exemplos da possivel transmissdo sul americana: SPAR147631
(Anopheles triannulatus), SPAR149623 (Culex sp), SPAN11916
(camundongo sentinela) e SPH253175 (humano).

O presente estudo iniciou-se com a confirmacao da presenca das
particulas virais nos extratos que se encontravam armazenados no
laboratdrio desde 1969. Para isto, aplicou-se o teste de RT-PCR, que havia
sido disponibilizado a Secédo de Virus Transmitidos por Artropodes do
Servigo de Virologia do Instituto Adolfo Lutz, S&o Paulo, no treinamento
sobre Vigilancia e Diagndstico do WNV, efetuado em 2003 na cidade de
Pergamifio, Argentina. Como mostraram as figuras 3 e 4, a integridade dos
RNAs extraidos permitiu que os estudos fossem direcionados para o
sequenciamento gendmico e analise molecular.

Os produtos das amplificacbes demonstraram uma especificidade

alta para SLEV, porém houve uma pequena amplificacdo com o uso dos
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oligonucleotideos WN9483/WN9794 nas cepas SPAN11916 e SPH253175,
caracterizando uma inespecificidade do diagnéstico diferencial entre SLEV e
WNV, uma vez que, filogeneticamente, sdo virus muito proximos. Esse fato
fortaleceu a necessidade de se padronizar um diagnéstico especifico para
SLEV circulantes no Brasil.

Estudos de epidemiologia molecular possuem uma importancia
fundamental para rastrear e prever futuras epidemias, dispersdo dos virus,
ciclos de transmissao e viruléncia (McCormack & Clewley, 2002). Com os
estudos filogenéticos do gene E conduzido pelas analises de maxima
parciménia e de maxima verossimilhanga, as cepas deste estudo foram
classificadas, segundo a proposta de Kramer & Chandler (2001), em
gendtipo Il (SPAN11916) pertencente ao ramo das cepas presentes na
América do Norte, causadores de encefalites; gendtipo Il (SPH253175)
ramo das cepas isoladas na Argentina, proveniente de mosquitos culicideos
em 1979 e 2005 e gendtipo V (SPAR147631 e SPAR149623), no grupo dos
isolados em Trinidad e Belém (PA), Brasil, isolados de humanos e
mosquitos. Esses resultados confirmam a circulacdo de, ao menos, trés
diferentes gendtipos de SLEV no Brasil, como mostrado por Santos et al
(2006).

Os ciclos de manutencdo e amplificacdo viral entre vetores, aves
migratorias e residentes e os seres humanos ficam evidentes quando se
observa a dispersao do mesmo genétipo em diferentes locais do continente
americano. A variacdo dos gendtipos presentes no Estado de S&do Paulo
(gendtipos I, Il e V) pode indicar introducBes do virus tanto em rotas de
aves migratdrias quanto em épocas distintas, facilitando a disperséo do virus
em ambientes selvagens. Entretanto, alguma mutacdo ou adaptacédo do
virus pode ter ocorrido para que os quadros clinicos dos isolados de
humanos fossem diferentes de uma encefalite, mesmo com a proximidade
filogenética identificada, tanto para as cepas do Brasil quanto para as
demais cepas americanas.

Na tentativa de se encontrar alteragcdes gendmicas que pudessem

explicar essas diferencas, procedemos a andlise das sequéncias dos genes
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estruturais e das regides 5’NT e 3'NT determinadas no estudo.

Foram encontradas similaridades altas nos genes estruturais, tanto
para nucleotideo (90,9% a 100%) quanto para aminoacidos (97,8% a 100%)
nas cepas analisadas no estudo. Os valores mais baixos encontrados para
0s aminoacidos referem-se a degeneracdo do cédigo genético, isto é, a
codificacdo de mais de uma trinca de nucleotideos para um mesmo
aminoacido.

As maiores variacbes foram detectadas no gene E, responsavel
pela formacdo da proteina no envelope viral cuja antigenicidade e
imunogenicidade sao caracteristicos (Heinz, 1986). Trata-se de um gene
com 1503 nucleotideos (501 aminoacidos) divididos em trés dominios
importantes para a sua responsabilidade imunolégica. Foram detectados 14
sitios com aminoacidos alterados com mudanca de caracteristica fisico-
guimica, fato este que sugere modificacdes estruturais que poderiam gerar
respostas imunoldgicas e quadros clinicos diferentes (Hurrelbrink & McMinn,
2003).

Pelo fato da proteina proveniente desse gene ser também
responsavel pela ligagdo com receptores celulares-alvo e penetracdo celular
(Hurrelbrink & McMinn, 2003), altera¢des na forma tridimensional da proteina
podem reduzir ou intensificar a sua entrada na célula, conseqlentemente,
alterar também a velocidade da replicacao intracelular. Uma alteracdo na
posicdo 369, localizada no dominio trés/regido terminal-C da proteina, foi
especifica para a cepa SPH253175 que apresenta histidina (H), aminoacido
de carater basico, em contraste a asparagina (N), aminoacido polar,
presente nas demais cepas. Esse sitio € responsavel pela ligacdo do
receptor viral com as células hospedeiras e, consequentemente, pela fusédo
da membrana viral (Bork et al, 1994; Mand| et al, 2000).

Quanto a regido 5'NT, foram obtidas sequUéncias parciais
abrangendo 71 nucleotideos para as quatro cepas do estudo. As diferencas
obtidas foram de apenas trés nucleotideos (figura 15) em relacdo a cepa

referéncia americana Kern217.
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A andlise das estruturas secundarias de RNA previstas para estes
segmentos, com a aplicagdo do programa MFold (Zuker, 1989) mostrou a
presenca de modificacbes conformacionais e alteracbes da energia livre
entre as cepas isoladas no Estado de S&o Paulo e a cepa Kern217. E
importante ressaltar que ndo ha relatos na literatura de estudos ou
informacdes da regido 5’NT de outros isolados de SLEV, com excegao da
cepa Kern217.

As estruturas secundarias de RNA energeticamente mais
favoraveis, previstas para a regido 5'NT, foram semelhantes entre as cepas
SPH253175, SPAN11916 e Kern217, ao passo que as cepas SPAR147631
e SPAR149623 compartilharam por sua vez as mesmas conformacdes. Em
relacdo a estrutura primaria, essas diferencas em apenas trés nucleotideos
nas posicoes 12, 27 e 59 podem estar associadas a variacdes de viruléncia,
dada a importancia dessa regido para o inicio da replicacdo viral. De fato,
em diversos virus, cujo genoma € composto por moléculas de RNA em fita
simples, senso positivo, a regido 5NT apresenta conformacdes que
interagem com proteinas do proprio virus ou da célula hospedeira (Brinton et
al, 1988; Andino et al, 1993). Mutagdes na extremidade 5’NT, que modificam
essas estruturas, alterando as interacbes RNA-proteina, podem afetar a
viruléncia ou causar atenuacdo, conforme a alteracdo de velocidade da
replicacao (lizuka et al, 1989; Kinney et al, 1997).

Por sua vez, os 261 nucleotideos obtidos em comum para a regiao
3'NT, mostraram-se variaveis no seu inicio, até a posicao 194, com 10 sitios
diferentes entre as cepas desse estudo e a referéncia Kern217 (figura 19).
Essa regido é denominada dominio | e, segundo Proutski et al (1997a), pode
apresentar delecdes, insercbes e mutacbes que estariam relacionadas a
alteracdo da viruléncia das cepas. Os dominios Il e lll, localizados na parte
terminal da extremidade 3'NT, sdo conservados entre os flavivirus e uma
sequéncia caracteristica que forma uma estrutura conhecida como 3'LS (LS
- long steam) seria essencial para a eficiéncia e otimizacdo da replicacao
viral (Proutski et al, 1997b).

A previsdo das estruturas secundarias parciais 3'NT de 261
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nucleotideos em comum determinados para as cepas Kern2l7 e
SPAN11916 (figura 20) podem ser explicadas pela proximidade geogréfica
da origem de ambas, a partir dos Estados Unidos. Varios autores também
correlacionaram a similaridade da estrutura dessa regido com a origem e
espécie de cada virus (Wang et al, 1996; Proutski et al, 1997b; Thurner et al,
2004; Bryant et al, 2005). Esse fato também pode estar presente na
similaridade detectada entre as demais cepas desse estudo (figuras 21 e
22). Mesmo pertencendo a gendtipos distintos, provavelmente estao
adaptadas a um ciclo de manutencédo e amplificacdo do virus no Estado de
Séo Paulo.

Andlises moleculares da regido 3'NT, especificamente para SLEV,
sao inexistentes, porém existem dados a esse respeito para varios flavivirus
(Mandl et al, 1991; Proutski et al, 1997b; Proutski et al, 1999; Thurner et al,
2004; Yu & Markoff, 2005), particularmente para os Virus da Febre Amarela
(Wang et al, 1995; Proutski et al, 1997a; Bryant et al, 2005), Dengue (Zhou
et al, 2006), Encefalite Japonesa (Proutski et al, 1997b; Gritsun & Gould
(2007), Kunjin, West Nile e Encefalite de Murray Valley (Poindinger et al,
1996). Essas andlises estabeleceram similaridades das estruturas
secundarias encontradas nos virus analisados e conseguiram relaciona-los a
proximidade génica e ciclos de transmissédo. No caso de SLEV é necessario
gue ocorram mais estudos sobre esta regido genémica para que se possa
obter melhores esclarecimentos a respeito de adaptacoes a hospedeiros e
possiveis sitios de viruléncia. Esses dados poderiam auxiliar também na
determinacédo de sitios relacionados a variacdo de quadros clinicos distintos
gue ocorrem no Brasil em relacdo ao restante do continente americano.

E importante salientar também que mutacdes pontuais poderiam
estar associadas a neuroviruléncia de cepas isoladas no Brasil e, por sua
vez, relacionadas as variacfes de quadros clinicos diversos das cepas de
SLEV. O significado biolégico das alteracdes, tanto de aminoacidos nos
genes estruturais como as nucleotidicas nas regides 5 e 3' NT detectadas
no presente estudo, ¢é desconhecido, merecendo estudos mais

aprofundados.
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Com a finalidade de padronizar um ensaio molecular para
identificac&o eficiente, rapida e especifica de casos de infec¢cdo por SLEV ou
mesmo para Vigilancia virolégica, pares de oligonucleotideos foram
deduzidos a partir das sequéncias nucleotidicas determinadas no estudo
para um teste de RT-PCR e, se necessario, Nested-PCR. A nao deteccédo de
outros flavivirus circulantes no pais, como o Virus Dengue, Virus da Febre
Amarela selvagem, Virus Rocio, Virus Iguape e Virus llhéus, demonstrou a
viabilidade do teste proposto.

A aplicacdo desta metodologia podera auxiliar o diagnostico
laboratorial de infeccbes causadas por SLEV, visto os problemas
encontrados com reagfes cruzadas em testes sorolédgicos, dificultando a
leitura e interpretacdo dos resultados. E importante salientar que embora
seja circulante no pais, conforme detectado no Estado do Parad por
Vasconcelos et al (1998) e na regido do Vale do Ribeira, Estado de Sao
Paulo, por Ferreira et al (1994), Romano-Lieber & Iversson (2000) e Bisordi
et al (2006), a auséncia de protocolos eficientes para a identificacdo de
SLEV podem prejudicar medidas de controle e prevencdo de futuras
epidemias. A vantagem do diagndstico proposto em relagcéo a outros que se
encontram na literatura (Batista et al, 2001; Ré et al, 2008) € a presenca de
apenas uma etapa RT-PCR especifica para SLEV e realizada,
exclusivamente, a partir de uma regido sabidamente conservada, localizada
entre regido 5'NT e o0s genes estruturais C e prM. As sequéncias
correspondentes a essa regidao foram comparadas em relacdo ao WNV e
testadas com as demais cepas circulantes no pais e de possivel ingresso,

como o DENV-4, analises estas nédo realizadas nos demais protocolos.
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VI. Conclusao

1. As analises das sequéncias nucleotidicas para os genes
estruturais revelaram uma variacdo entre 90,9% a 100% para o0s
aminoacidos e 97,8% a 100% para os nucleotideos. O gene M mostrou-se
completamente conservado e o gene E foi 0 que apresentou maior

variabilidade.

2. Uma alteracdo especifica de aminoacido na posicao 369 da
proteina codificada pelo gene E (dominio Il / C terminal) foi observada na

cepa SPH253175, isolada do caso de infeccdo humana.

3. As estruturas secundarias de RNA previstas para a regido 5’NT
apresentadas foram similares entre as cepas que possuiam uma origem do
isolado semelhante, fortalecendo a hipétese da adaptacédo do virus ao seu

hospedeiro por meio de alteracdes dessas sequéncias.

4. As estruturas secundarias de RNA previstas para a regido 3'NT
determinadas no estudo foram similares entre as cepas de camundongo
sentinela e a referéncia Kern217 (EUA) (gendtipo Il) e entre as demais cepas
desse estudo (gendtipos Il e V) e, com isso, podem sugerir associacao entre

proximidade geogréfica das cepas e seus respectivos genotipos.

5. A reconstrucao filogenética das sequéncias nucleotidicas do
gene E possibilitou a identificacdo dos gendtipos Il na cepa de camundongo
sentinela, Ill no caso humano e V nos isolados de diferentes espécies de

culicideos.

6. O teste de RT-PCR proposto, a partir das sequéncias obtidas
desse estudo, mostrou-se especifico para diagnostico molecular de SLEV.
Dessa forma, essa proposta de diagnostico trouxe uma contribuicdo muito

grande para a saude publica.
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Apéndice |

Comparacdo das sequéncias de aminoacidos da proteina codificada pelo
gene C entre as cepas de SLEV do estudo e outros isolados. O alinhamento
foi feito em relacdo a cepa SPH253175. Os pontos indicam residuos
idénticos.

1 11 21 31 41
SPH253175 NMBKKPGKPGR NRVVNMWMLKRG VSRVNPLTGL KRI LGSLLDG RGPVRFI LAI
SPANLLO16 .. . s e
SPARLATE3L . . . . s
SPARLA9623 . . . . s e
T2VATAD e s e
BEANZ24GB262 . . ... . e e e
BEANZA T 377 . . e e
CORANOZ LA .. e s e
PARTON e e
TRVLOA464 . e
GVL902612 ... ... e e T
BOMLILAS s e
B5V310 s e
KernN217 e e e e

51 61 71 81 91
SPH253175 LTFFRFTALQ PTEALKRRWR AVDKRTALKH LNGFKRDLGS M.DTI NRRPS
SPANLL916 .. .. s e
SPARLATO3L .. . e s e
SPARLA9623 . . . . e e
T2VATAD e s e
BEANZ24G262 . . ... e e e
BEANZA T 377 . . o e e e
CORANODZ LA . . s e
PARTON e e e
TRVLO46A . e e e e
GVLO02612 .. . s e
BOMLILAS s e
B5V310 L e e
Ker N217 e e e

101 111 121
SPH253175 KKRGGIGSLL GLAALI GLAS S
SPAN11916 ...... R.. .......... .
SPAR147631 .......... ......... N .
SPAR149623 .......... ......... N .
72V4749 ... ... R.. ..........
BEAN246262 .......... ..........
BEAN247377 .. ........ ... .. ..
CORANO9214 .......... oML
PARTON  ...... R.. ..........
RVL9464  .......... ... . ...... .
GVL902612 .......... ...,
69ML143 ... ... R.. ..........
65Vv310  ...... R.. ..........
Kern217  ...... R.. ..........



Apéndice Il

Comparacdo das sequéncias de aminoacidos da proteina codificada pelo
gene prM entre as cepas de SLEV do estudo e outros isolados. O
alinhamento foi feito em relacdo a cepa SPH253175. Os pontos indicam
residuos idénticos.

1 11 21 31 41
SPH253175 LQLSTYQGKV LMsI NKTDAQ SAI NI PSANG ANTCl VRALD VGVYMCKDDI T
SPANLLO916 .. . e s e
SPARLAT63L .. .ot e s e
SPARL49623 . . . . s e
T2VATAD s e
BEANZ24G262 . . ... e e e e
BEANZAT 377 . . e e e e e e
CORAN9214 .. ... H... ... .. ... o ... V.o
PARTON e e e
TRVLO9464  .......... ........ V. s
GVL902612 .......... ... T
69ML143 e N e e
B5V310 L e e
Ker N217 e s

51 61 71 81 91
SPH253175 YLCPVLSAGN DPEDI DCWCD VEEVW/HYGR CTRMGHSRRS RR
SPAN11916 .......... .......... Ko
SPARLATO63L . . . . e e
SPARIL49623 . . . .. .. e e
T2VATAQ e e
BEAN246262 . . ... ... o e e
BEANZAT377 . . . e e
CORANO214 .. .. ..... .. .. ... A
PARTON .. ... . ... Ko
TRVLO464 .. . . . e e K.
GWVL902612 .......... ... ..., DA
BOMLIA3 e e
65V310 e e
Kern2l7 .. e e e



Apéndice Il

Comparacdo das sequéncias de aminoacidos da proteina codificada pelo
gene M entre as cepas de SLEV do estudo e outros isolados. O alinhamento
foi feito em relacdo a cepa SPH253175. Os pontos indicam residuos
idénticos.

1 11 21 31 41
SPH253175  SI SVQHHGDS TLATKNTPW. DTVKTTKYLT KVENWLRNP GYALVALAI G
SPANLIOL6G . . e e
SPARLATO3L . . .. e e e
SPARLAO623 . . .. e e
T2VATAD e e e
BEAN24G262 . . . . . e e
BEANZAT3T7 . o e e e
CORAN9214 ... ... .. ... T
PARTON e e
TRVLOA6GA e e
GVLO02612 .. e e e
BOMLLAS e e e
B5V3L0 L e e
KERNZ L7 e e

51 61 71
SPH253175 WWLGSNNTCR WWFVI MLMLI APAYS
SPAN11916 . ......... ... ... .
SPAR147631 . ......... ...
SPAR149623 . ......... ...
T2VAT49 e
BEAN246262 .. ........ ... ... o
BEAN247377 .. ... . e
CORAN9214 . ........ Koo oo
PARTON . e
TRVLO464 .. ... ... ..
GWMLO02612 . ... ... e
69ML143 . e
65V310 ..
KERN217 e



Apéndice IV

Comparacdo das sequéncias de aminoacidos da proteina codificada pelo
gene E entre as cepas de SLEV do estudo e outros isolados. O alinhamento
foi feito em relacdo a cepa SPH253175. Os pontos indicam residuos
idénticos.

1 11 21 31 41
SPH253175 FNCLGISNRD FVEGASGATW | DLVLEGGSC VTVMAPEKPT LDFKVIVKMVEA
SPANLL916 .. . s
SPARLAT63L .. .o e s e
SPARL49623 . . . . s e
T2VATAD e s e
BEANZ24G262 . . ... e e e e
BEANZAT 377 . . e e e e e
CORANOS214 .. . . . . e e G
PARTON e e e
TRVLO4GA . e s e
GVLO02612 .. . e s e
BOMLILAS e s
B5V310 L e e
Ker N217 e s

51 61 71 81 91
SPH253175 TELATVREYC YEATLDTLST VARCPTTGEA HNTKRSDPTF VCKRDVVDRG
SPANLLO16 .. . e e
SPARLATO3L . . . e e
SPARILA9623 . . . .. e e e
T2VATAD s e
BEANZ24G262 . . ... . e e
BEANZAT 377 . . . e e
CORANO214 .. ........ ..... N . e
PARTON e e
TRVLOA64 . . e
GVLO02612 .. . e
BOMLILA3 e e e
B5V310 s e
KernN217 e e e

101 111 121 131 141
SPH253175 WGENGCALFGK GSI DTCAKFT CKNKATGKTI LREN KYEVA | FVHGSTDST
SPAN11916 .. ... ..... .. e F oo
SPAR147631 .......... ..., T T
SPAR149623 ... ....... ... ... .. Y
T2VATAD e e e
BEANZ24GB262 . . .. . e e e
BEANZA T 377 . . o e e e
CORANODZ LA . . s
PARTON . i F oo
TRVLO46A . e e e e
GVLO02612 .. . s e
BOMLILAS s
B5V310 L e e
Ker N217 e e e



151 161 171 181 191
SPH253175 SHGNYSEQ G KNQAARFTI S PQAPSFTANM GEYGTVTI DC EARSG NTED

SPAN11916 .. ... F.o.o.. S e
SPAR147631 T....F... ........................................
SPAR149623 T....F. ... . e oo
72VA749 ... ... .. Q... ... Y. o
BEAN24B262 . . .. . o e e e e
BEANZAT 377 . . e e e e e e
CORAN9214 .. ... A s e
PARTON  ..... F.o.o.. S
TRVL9464 T R e e
GVLO02612 T. ..ttt e e s e
69ML143 .. ... F.o e
65V310 R
Ker N217 e e
201 211 221 231 241

SPH253175 YYVFTVKEKS WLVNRDWFHD LNLPWISPAT TDWRNRETLV EFEEPHATKQ
SPANLLOLG . . . s e
SPARLATB3L .. .o e e e
SPARL49623 . . . . e s e
T2VATAD s e
BEANZ4GB262 . . .. . e
BEANZA 7377 . . e e e e
CORANOZ14 .. e s e
PARTON e s
TRVLOAGA . . e e e
GVLO02612 .. . e e
BIOMLIA3 e e e
B5V310 e s e
Ker N217 e e

251 261 271 281 291
SPH253175 TVVALGSQEG ALHTALAGAI PATVSSSTLT LQSGHLKCRA KLDKVKI KGT
SPANLLO16 . . .. e e
SPARLATO3L . . . . e e
SPARLAO6 23 . . . e e
T2VATAD e e
BEANZ4GB262 . . ... . e e e e
BEANZAT 377 . . . e e e
CORAN O 2 A . e e
PARTON e e e
TRVLOA6GA . e e e
GVLI02612 .. s e
BOMLIA3 L e e .Gl
B5V310 s e
KerN217 e e



301 311 321 331 341
SPH253175 TYGMCDSAFT FSKNPTDTGH GTVI VELQYT GSNGPCRVPI SVTANLMDLT
SPANLILIOLG .. . e e e

SPAR147631 .......... ..... A e
SPAR149623 .......... ..... A e e
72VAT749 LSV A e e
BEAN246262 .......... ..... A e e
BEAN247377 . ......... ..... A
CORAN9214 .. ....... L e e
PARTON e e e e
TRVL9464  .......... ..... A e
GWL902612 .......... ..... A oV
BOMLILAS s
B5V310 L s
Ker N207 e e
351 361 371 381 391

SPH253175 PVCGRLVTVNP FI STGGANHK VM EVEPPFG DSYI VWGRGT TQ NYHWHKE
SPAN11916 .......... ........ N e

SPAR147631 .......... ........ N oV s
SPAR149623 .......... ........ N LoV e
T72VAT49 ... . N o e
BEAN246262 .......... ........ N o
BEAN247377 . ......... ... .... N e
CORAN9214 .. ........ ........ N oo Y
PARTON . ... .. .. .. ... .. N o e
TRVL9464  .......... ........ N o
GWL902612 .......... Lo ROUN s A ... ..
69ML143 .. ... N o e
65V310 ... . N o e
Kern217  .......... .. ... ... N e
401 411 421 431 441

SPH253175 GSSI GKALAT TWKGAQRLAV LGDTAVWDFGS | GGVFNSI K AVHQVFGGAF
SPANLLO16 .. . e e
SPARLATO3L . . . . e e
SPARLAO6 23 . . . e e
T2VATAQ e e I I
BEANZ4GB262 . . ... . e e e e
BEANZAT 377 . . o e e e e
CORAN O 2 A . e e
PARTON e e
TRVLOA6GA . e s e
GVL902612 .......... ......... I e e
BOMLILA3 e e
B5V310 e e
KerN217 e e e



451 461 471 481 491
SPH253175 RTLFGAVBW TQGLLGALLL WMGELQARDRS | SLTLLAVGG | LI FLATSVQ
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Apéndice V

Alinhamento das sequéncias de aminoacidos das proteinas C, prM, M e E
de SLEV (cepa SPH253175) e WNV (NC0015632). Os pontos indicam

residuos idénticos e em destaque os residuos distintos.
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