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RESUMO

As arboviroses freqiientemente sdo associadas com surtos nos seres humanos e
representam um sério problema de saude publica, com impactos econdmico e social. Entre
os arbovirus brasileiros, os virus Mayaro (MAYV), Dengue (DENV), Febre Amarela
(Yellow Fever — YFV), Rocio (ROCV) e Oropouche (OROV) sdo responsaveis por mais de
95% dos casos de arboviroses humanas no Brasil, causando muitas vezes a mesma
sintomatologia clinica, especialmente na fase aguda das infecgdes. Este estudo teve como
objetivo analisar a presenca de arbovirus em soros de pacientes com doenca febril aguda,
durante epidemia de Dengue no municipio de Sao José do Rio Preto (SP), bem como de
pacientes com doenca febril aguda, negativos para Maldria e arbovirus do municipio de
Acrelandia (AC). Foi utilizada a técnica de RT-Nested-PCR para a deteccdo e identificagao
dos principais arbovirus brasileiros pertencentes aos géneros Flavivirus, Alphavirus e
Orthobunyavirus. Na anélise molecular das amostras de Sdo José do Rio Preto, 320 (98%)
foram positivas para DENV-3, 3 (1%) para DENV-2, 6 (2%) para o SLEV. Uma destas
amostras apresentou co-infec¢do por DENV-2 e DENV-3 e trés amostras apresentaram
co-infeccdo por DENV-3 e SLEV. A alta positividade para o DENV-3 estd relacionada
com a introducdo deste sorotipo no municipio. Em amostras de Acrelandia, 5 positivas
para DENV-3, 1 para MAYV e 2 positivas para OROV. A andlise filogenética do gene do
envelope mostrou que a amostra isolada de SLEV agrupou-se proxima as estirpes de
Belém, que pertencem ao gendtipo V. A amostra de OROV agrupou-se ao genétipo I,
sendo este o mais distribuido na regido Amazonica. Estes dados indicam a circulagdo de
diferentes arbovirus em duas regides distintas do Brasil e demonstram a necessidade de um

sistema de vigilancia eficiente para controlar a disseminacao destes na populacao.

Palavras-chaves: arbovirus, doencga febril aguda, RT-Multiplex-Nested-PCR, diagnostico

molecular.
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ABSTRACT

Arboviruses are frequently associated with outbreaks in humans and represent a
serious public health problem, with economic and social impacts. Among the Brazilian
arboviruses, Mayaro virus (MAYV), Dengue virus (DENV), Yellow Fever virus (YVF),
Rocio virus (ROCV) and Oropouche virus (OROV) are responsible for more than 95% of
human cases in Brazil. These arboviruses usually present the same clinical symptoms,
especially on the acute phase of infection. The aim of this study was to investigate the
presence of arboviruses in serum of patient presenting acute febrile illness, during a dengue
outbreak in the city of Sao José do Rio Preto (state of Sdo Paulo) and the serum of patients
who were tested negatively for malaria and arboviruses in the city of Acrelandia (state of
Acre). The RT-Nested-PCR technique was applied to detect and to identify the main
brazilian arboviruses, especially in Flavivirus, Alphavirus e Orthobunyavirus genera. The
molecular analysis in the samples of Sdo José do Rio Preto samples showed that 320 (98%)
were positive for DENV-3, 3 (1%) to DENV-2, 6 (2%) to SLEV. Among the positive
samples, one presented coinfection with DENV-2 and DENV-3 and three presented
coinfection with DENV-3 and SLEV. The high positivity of DENV-3 is associated with
the introduction of a new DENV serotype in the city. In the samples from Acrelandia, 5
were positive to DENV-3, 1 to MAYV and 2 positive to OROV. The phylogenetic analysis
of the envelope gene from a positive SLEV sample indicated that the virus circulating in
Sado José do Rio Preto is most related to strains from Belém, which belong to lineage V.
The OROV belongs to lineage I, the most widespread in Amazon region. These results
indicate the circulation of different arboviruses in two distinct regions of Brazil and they
demonstrate the need of an efficient surveillance system to control the dissemination of

these arbovirus in the population.

Key words: arbovirus, acute febrile illness, RT-Multiplex-Nested-PCR, molecular

diagnostic.
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1. INTRODUCAO

1.1. Consideracoes gerais

As arboviroses sdo doengas causadas por arbovirus, que sdo virus transmitidos entre
hospedeiros vertebrados suscetiveis a artropodes hematéfagos. As arboviroses sao
freqiientemente associadas a surtos em seres humanos e representam um problema sério de
saide publica. Apresentam ampla distribuicdo geogrifica, abrangendo todos os
continentes, mas estdo presentes predominantemente nos tropicos, devido as condigdes
climdticas favordveis a manutencdo do ciclo viral. O Brasil € um pais tropical que
apresenta condicdes ideais para a ocorréncia de arboviroses por apresentar grande extensao
territorial (8.514.876 km?) e mais de 1/3 do territério recoberto por florestas tropicais. Mais
de 210 espécies diferentes de arbovirus foram isoladas no pais, sendo que 36 delas causam
doencas em humanos de forma esporddica, endémica e/ou epidémica. A maioria destes
virus pertence as familias Togaviridae (género Alphavirus), Flaviviridae (género
Flavivirus) e Bunyaviridae (género Orthobunyavirus). Alguns representantes destas
familias, como os virus Mayaro (MAYV), Dengue (DENV), Febre Amarela (Yellow Fever
— YFV), Rocio (ROCV) e Oropouche (OROV), tém sido responsdveis por mais de 95%

dos casos de arboviroses humanas no Brasil (Vasconcelos, Travassos Da Rosa et al., 2005;
Figueiredo, 2007).

A manutengdo dos arbovirus na natureza ocorre através de ciclos silvestres
complexos com participagdo de espécies de vertebrados silvestres (aves, roedores,
marsupiais, primatas, morcegos, répteis e outros) e artropodes hematéfagos (mosquitos,
carrapatos, dcaros, simulideos e tabanideos), porém, podem passam despercebidos. O
homem € hospedeiro acidental para a maioria das arboviroses e se infecta ao penetrar em

areas enzodticas, com exce¢do apenas para o virus do Dengue, em que € o hospedeiro



principal (Nathanson, 2007). Por outro lado, mudancgas ecoldgicas no habitat natural destes
virus levam a alteracdes em seus ciclos, podendo haver adaptagdo a novos reservatorios e,
com isto, aumentar sua multiplicacdo e o risco da emergéncia (Figueiredo, 2007; Peters,
2007). Outro mecanismo para manutencao dos arbovirus nesses vetores € a transmissao
transovariana, como ocorre com os virus da Encefalite Japonesa, Febre Amarela e Dengue
(Vasconcelos, Travassos Da Rosa ef al., 2005), entretanto este modo de transmissdo nio é
tao expressivo na disseminagdo dos arbovirus (Nathanson, 2007).

No homem, apdés a picada de um vetor infectado, o virus € transmitido para a
corrente sangiiinea e circula livremente até atingir células alvos (cérebro, figado, pele e
vasos). Ap0s a infec¢cdao, hd um periodo de incubagdo durante o qual ocorre multiplicagdo
viral, e sua intensidade e a sua localiza¢do determinarido o aparecimento de manifestacdes
clinicas, como febre acompanhada de mal-estar, cefaléia, nduseas, vOmitos e mialgia.
Neste estdgio, a doenga pode terminar ou exibir manifestacdes hemorrdgicas secunddrias.
De uma forma geral, infec¢des por arbovirus podem levar a quatro formas clinicas
distintas, dentre as quais se destaca a doenca febril (causada por praticamente todos os
arbovirus patogénicos ao homem), doenca febril com exantema, febre hemorrigica (no
Brasil, causada apenas pelos virus do Dengue e Febre Amarela) e encefalite (causada por
diversos membros das familias Togaviridae, Flaviviridae, ¢ Bunyaviridae). No entanto,
sintomatologia inespecifica pode ser observada nas infec¢des por diferentes arbovirus,
especialmente na fase aguda, dificultando o estabelecimento de um provavel agente
etiologico pelo médico assistente (Fonseca, 2002.; Vasconcelos, Travassos Da Rosa et al.,

2005).



1.2. Arboviroses

1.2.1. Familia Togaviridae - Género Alphavirus

Os virus deste género medem 70 nm de didmetro, apresentam capsideo de
simetria icosaédrica, circundado por envoltério constituido de espiculas em sua superficie.
O genoma viral é constituido de RNA de fita unica, linear, de polaridade positiva com
aproximadamente 11700 nucleotideos distribuidos por oito genes, os quais codificam
proteinas ndo-estruturais (nsP1 a nsP4) que estdo envolvidas na replicacao viral e proteinas
estruturais do envoltério (glicoproteinas E1 e E2), do capsideo, além de pequenos
polipeptideos E3 e 6Ks. Os Alphavirus se ligam a receptores especificos expressos em
muitos tipos celulares de vdrias espécies, mas cada um apresenta tropismo tecidual
diferente, o que causa diferentes manifestagdes da doenca (Murray, 2006).

A proteina do capsideo interage com o RNA gendmico para formar o
nucleocapsideo viral e desta forma estimular a sintese do RNA (Strauss e Strauss, 1994;
Kuhn, 2007). As proteinas E1 e E2 estdo envolvidas no processo de entrada no virus na
célula hospedeira, sendo a E1 responsdvel pela fusdo na membrana celular do hospedeiro.
A proteina E2 carrega os principais epitopos neutralizantes e se liga aos receptores
celulares (Kuhn, 2007).

A glicoproteina 6Ks funciona como peptideo-guia para a proteina El
intensificando o poder de infectividade da particula viral. A glicoproteina E3 funciona
como peptideo-guia para a proteina E2, formando assim o complexo pE2 (Kuhn, 2007).

A proteina nsP1 € a tnica das proteinas ndo-estruturais que interage com
membranas (Zusinaite, Tints et al., 2007) desempenhando funcdo de metiltransferase,
guaniltransferase e de modulacdo da atividade de protease da proteina nsP2 (Strauss e

Strauss, 1994; Kuhn, 2007).



A proteina ndo-estrutural nsP2 apresenta duas func¢oes distintas, sendo estas
de helicase na porcdo N-terminal e de protease na por¢do C-terminal responsdvel por
processar a poliproteina ndo-estrutural (Strauss e Strauss, 1994; Kuhn, 2007).

A funcdo da proteina nsP3 na replicacdo viral é desconhecida, entretanto,
parece ser importante na sintese da fita negativa. A proteina nsP4 tem fun¢do RNA
polimerase RNA-dependente (Kuhn, 2007).

Dentre os Alphavirus de importancia no Brasil, o virus Mayaro (MAYV) ¢
responsavel por causar a Febre do Mayaro, e os virus da Encefalite Eqiiina Venezuelana
(Venezuelan Equine Encephalitis — VEEV), da Encefalite Eqiiina do Leste (Eastern Equine
Encephalitis — EEEV) e da Encefalite Eqiiina do Oeste (Western Equine Encephalitis —
WEEYV) sdo causadores das Encefalites Eqiiinas.

No Brasil, o MAYV ocorre na regido Central e Amazonica, onde o principal
vetor, Haemagogus janthinomys, é encontrado em abundancia. Os primatas nao-humanos,
bem como aves silvestres, atuam, respectivamente, como hospedeiro primério e
secunddrio, desempenhando papel fundamental na manutencdo e disseminacdo do virus
(Vasconcelos, Travassos Da Rosa et al., 1998). Desta forma, existe a possibilidade de o
virus MAY vir a causar grandes epidemias urbanas, pois se acredita que possa ser
transmitido pelo mosquito Ae. aegypti, amplamente disseminado nas cidades brasileiras
(Travassos Da Rosa, 1997). O homem parece ser amplificador na transmissao do MAYV
durante epidemias, pois enquanto a quantidade de virus necessdria para infectar o vetor nao
¢ estabelecida, parece que o homem pode circular com o virus em quantidade suficiente
para infectar alguns vetores (Coimbra, Santos et al., 2007).

Infec¢bes pelo virus MAY ja foram descritas em paises como Trinidad
(Anderson, Downs et al., 1957), Bolivia (Schaeffer, 1959), Guiana Francesa (Talarmin,
1981) e Brasil (Causey, 1957; Pinheiro, Freitas et al, 1981). Em 1979, durante uma

epidemia em Beltarra, Pard, o virus foi isolado em 43 pacientes (Pinheiro, Freitas et al.,



1981). Em 2000, no estado de Sao Paulo, este virus foi isolado de um paciente que havia
realizado pescaria no estado do Mato Grosso do Sul (Coimbra, Santos et al., 2007). A
febre do Mayaro é doenga aguda que cursa com febre, cefaléia, mialgia, artralgia, e artrite
e exantema em casos mais graves (Figueiredo, 2007).

As encefalites eqiiinas causam epizootias em eqiiinos domésticos e surtos de
doenca febril aguda ou meningoencefalites em seres humanos (Vasconcelos, Travassos Da
Rosa et al., 1998).

O complexo VEE ¢ formado pelos subtipos I a VI: VEE (subtipos I e II),
Mucambo (MUC, subtipo III), Pixuna (PIX, subtipo IV), Cabassou (CAB, subtipo V) e Rio
Negro (subtipo VI). No Brasil, roedores silvestres sdo os principais hospedeiros deste
virus, além de morcegos, aves silvestres e marsupiais atuarem como hospedeiros
secundérios. Os mosquitos do género Culex podem estar envolvidos na transmissdao do
virus ao homem. Nenhum caso humano de encefalite, causada por estes virus, foi
registrado no pais, tendo sido observados apenas casos de doenca febril aguda, apesar da
alta prevaléncia de anticorpos entre moradores das regides AmazoOnica e Mata Atlantica
(Iversson, 1990.; Vasconcelos, Da Rosa etr al., 1991). Por outro lado, surtos ocorrem
periodicamente em alguns paises da América Central, México, Venezuela e Estados
Unidos, causando grande problema econdmico, social e para saide publica (Osorio, 1997;
Navarro, Medina et al., 2005).

O virus EEE estd amplamente distribuido nas Américas. No Brasil, ja foi
isolado em eqiiinos localizados nos estados do Amazonas, Pard, Pernambuco, Babhia,
Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parand e Mato Grosso do Sul (Kotait, 2006). Os
eqiiinos, aves silvestres e os vetores Culex pedroi e Aedes taeniorhynchus desempenham
importante fun¢do na manutengdo destes virus (Brault, Powers et al., 1999), os quais
causam desde doenca febril aguda a casos fatais de encefalite em seres humanos (30-50%),

além de determinar alta morbidade e mortalidade em eqiiinos (50-90%) (Alice, 1956;



Vasconcelos, Da Rosa et al., 1991; Figueiredo, 1994; Vasconcelos, Travassos Da Rosa et
al., 1998; Aguilar, Robich et al., 2007).

O virus WEE € causador de encefalite no homem e em eqiiinos,
principalmente na América do Norte, onde causa epidemias esporadicas (Griffin, 2007).
No Brasil, apenas um caso foi relatado da doenga em seres humanos (Vasconcelos, Da
Rosa et al., 1991). Alguns isolamentos foram realizados em aves silvestres, as quais
parecem desempenhar papel importante no ciclo de manutencao destes virus, apresentando
viremia com titulos altos, suficientes para infectar vetores, principalmente do género
Culex. Humanos e eqiiinos sdo hospedeiros acidentais e apresentam viremia com titulos

baixos (Figueiredo, 1994; Kotait, 2006).

1.2.2. Familia Flaviviridae - Género Flavivirus

Os Flavivirus sao virus esféricos, envelopados, com 40 a 60 nm de didmetro
e possuem projecdes na superficie do envoltério. Apresentam fita de RNA dtnica, de
polaridade positiva com dez genes, 5’ —C-prM-E-NS1-NS2A-NS2B-NS3-NS4A-NS4B-
NS5-3’; os quais codificam trés proteinas estruturais (E, prM, C) e sete proteinas ndo-
estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5) (Fonseca e Figueiredo, 2005.).
As fungdes de todas as proteinas virais ainda ndo foram totalmente estabelecidas, mas
sabe-se que as protefnas estruturais sdo incorporadas ao virion durante a maturacio e
liberacdo viral e as proteinas ndo-estruturais sdo responsaveis pela replicacdo nas células
infectadas (Monath, 2001).

A proteina E € responsdvel pela ligacdo do virus na célula, bem como pela
fusdo com a membrana endossomal, sendo o maior determinante antigénico viral

(Chambers, Hahn et al., 1990; Knipe, 2007).



A proteina C forma o nucleocapsideo viral e estd envolvida no transporte da
proteina prM (precursora da proteina M) ao reticulo endoplasmético para ser glicosilada
(Chambers, Hahn et al., 1990; Lindenbach, Thiel et al., 2007).

A proteina M € formada a partir do processamento de sua precursora prM,
sendo uma proteina de membrana de particulas virais maduras (Chambers, Hahn et al.,
1990; Lindenbach, Thiel et al., 2007).

A proteina NS1, embora com func¢do desconhecida, participa de forma
essencial na replicacdo do RNA viral, pois estudos de mutagéneses em NS1 causaram
diminuicdo dréstica na replicacio do RNA e producdo viral (Lindenbach, Thiel et al.,
2007).
interferon (Lindenbach, Thiel et al., 2007). NS2B forma um complexo estivel com a
proteina NS3, agindo como um co-fator para a atividade serino-protease (Lindenbach,
Thiel et al., 2007).

A protefna NS3 ¢ altamente conservada entre os Flavivirus. E uma proteina
multifuncional, pois tem atividade de serino-protease na sua por¢ao aminoterminal, ¢ uma
RNA-helicase RNA-dependente, além disso, codifica uma atividade de RNA trifosfatase
com o proposito de defosforilar a regidao 5’ terminal do genoma do RNA antes da adi¢dao da
CAP (Lindenbach, Thiel et al., 2007).

As proteinas NS4A e B sdo hidrofébicas, associadas 2 membrana e pouco
conservadas entre os Flavivirus. Acredita-se que sdo componentes da replicase por
formarem complexos com NS2B e NS3 (Chambers, Hahn et al., 1990; Vasconcelos, 2003;
Lindenbach, Thiel et al., 2007).

A proteina NS5 € a maior das proteinas virais e altamente conservada entre

os Flavivirus. Apresenta atividade de RNA polimerase RNA-dependente na regido



carboxi-terminal e metiltransferase em sua por¢cdo aminoterminal (Chambers, Hahn et al.,
1990; Vasconcelos, 2003; Lindenbach, Thiel ez al., 2007).

O género Flavivirus é composto por 73 virus distribuidos mundialmente,
sendo que 43 destes estdo associados a doencas humanas, entre elas, o Dengue, Febre
Amarela, Complexo Encefalite por picada de carrapato e Encefalite Japonesa sdo as mais
importantes no mundo por causar alta taxa de morbidade e mortalidade (Burke e Monath,
2001).

No Brasil j4 foram isolados os Flavivirus da Febre Amarela (Yellow Fever
Virus — YFV), do Dengue (DENV) 1, 2, 3 e 4, Encefalite de Saint Louis (Saint Louis
Encephalitis - SLEV), Rocio (ROCV), Ilhéus (ILHV), Bussuquara (BSQV), Iguape
(IGUV) e Cacipacoré (CACV). Muitos destes virus sdo zoondticos no meio silvestre e
podem, eventualmente, infectar o homem, como os virus YF, SLE, ROC, ILH e BUS
(Degallier, 1998).

O YFV ¢ o protétipo do género Flavivirus, o agente causador da Febre
Amarela, a qual se mantém endémica ou enzodtica nas florestas tropicais da América
causando periodicamente surtos isolados ou epidemias de importante impacto para a saide
publica. No Brasil, o YFV € mantido em ciclo silvestre caracterizado por epizootias entre
as espécies de primatas nao-humanos, considerados os principais hospedeiros vertebrados.
O mosquito Haemagogus janthinomys € o principal transmissor e 0os mosquitos do género
Sabethes sdao considerados vetores secundarios. No ciclo urbano, como ocorre com o
Dengue, o virus € transmitido diretamente ao homem pela picada do mosquito Ae. aegypti
(Figueiredo e Fonseca, 2005; Vasconcelos, Travassos Da Rosa et al., 2005).

A infeccdo pelo YFV pode ser assintomadtica, causar doenca febril aguda
branda ou moderada e casos graves de febre hemorrigica cursando com faléncia hepética,

insuficiéncia renal e morte (Fonseca, 1996).
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Com o melhoramento da infra-estrutura urbana, nas primeiras décadas do
século XX, aliado as medidas de combate ao vetor e ao advento da vacina anti-amarilica,
em 1937, o nimero de casos de Febre Amarela Urbana foi rapidamente reduzido. Desta
forma, os ultimos casos registrados da doenca urbana no Brasil ocorreram em 1942
(Ministério da Saude, 1969) e em 1954, nas Américas (Monath, 2001). Entretanto, devido
a infestacdo urbana de Ae. aegypti, ndo seria uma surpresa a reurbanizacdo da Febre
Amarela no Brasil.

Um método eficaz para se prevenir a Febre Amarela € a vacinacdo. A
despeito da extensiva campanha de vacinacdo, desde os anos 80 tem se verificado a re-
emergéncia da Febre Amarela Silvestre no Brasil. Anualmente sio notificados varios casos
silvestres da doenca, principalmente nas regides Amazonica, do Planalto Central e do
Pantanal brasileiro, onde foram registrados, nos anos de 2003 a 2006, 71 casos, com
letalidade de 60% entre 2003 e 2004 e 100% nos anos seguintes. Entre dezembro de 2007 a
Abril de 2008, foram registrados 40 casos de Febre Amarela Silvestre nas regides dos
Estados de Goias, Distrito Federal e Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Para e Parana, com
letalidade de 53% (Ministério da Sadde, Marco de 2008).

A Febre do Dengue (DF) e Dengue Hemorrdgico (Dengue Hemmorrhagic
Fever —DHF) e/ou Sindrome do Choque do Dengue (Dengue Shock Syndrome —DSS) sdo
doencas causadas pelo virus do Dengue (DENV), o qual apresenta quatro sorotipos (1-4)
distintos entre si, mas relacionados antigenicamente, sendo que a imunidade protetora
induzida é especifica para cada sorotipo. Desta maneira, individuos que vivem em &reas
endémicas podem desenvolver, apés a infec¢do, doenca por qualquer um dos quatro
sorotipos. A transmissdo viral ocorre quando mosquitos Ae. aegypti infectados picam
hospedeiros susceptiveis.

O Dengue ¢ excec¢do quando se observa comportamento das arboviroses,

pois é responsdvel por grandes epidemias urbanas no Brasil desde a década 80 (Figueiredo,
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2000). Tal fato estd associado a progressiva disseminagdo e infestacdo do vetor nas vdrias
regides do pais, como também a incapacidade no controle dos vetores da doenca , a
intensificagdo do processo de urbanizagdo em paises tropicais e a facilidade com que se faz
a introdugao viral através de meios de transporte rapido (Vasconcelos, Travassos Da Rosa
et al., 2005; Fonseca e Figueiredo, 2005.). Em 1981, ocorreu a primeira epidemia de
DENV 1 e 4, em Boa Vista (Roraima). Em 1986, o DENV-1 disseminou-se pelo pais. No
inicio de 1990, ocorreu a primeira epidemia de DENV-2 no Estado do Rio de Janeiro.
Embora a epidemia tenha sido predominantemente de DF, 462 casos de DHF foram
notificados totalizando oito 6bitos. Em 2000, o DENV-3 foi introduzido no Rio de Janeiro,
disseminando-se rapidamente para outros estados e, nos ultimos trés anos, tem sido o
sorotipo responsdvel pela maioria dos casos de DF e de DHF no Brasil (Vasconcelos,
Travassos Da Rosa et al., 2005). Foi relatada recentemente a reintrodu¢do do DENV-4 em
Manaus (AM), em 2007 (Figueiredo, Naveca et al., 2008).

Foram notificados 231.471 casos de DF em 2000, com 59 registros de
DHF/DSS e 3 6bitos; em 2001 foram 413.067 casos, com 679 registros de DHF/DSS e 29
mortes; em 2002 foram 780.644 casos de dengue, 2.607 de DHF/DSS e 145 mortes
(Ministério da Saudde, 2003). De Janeiro a Dezembro de 2007, foram registrados 559.954
casos no pais, com 1.541 registros de DHF e 158 6bitos (Ministério da Sadade, 2007). O
aumento no numero de casos de DHF/DSS deve-se em parte as infec¢des secunddrias
adquiridas em sucessivas epidemias em que co-circulam multiplos sorotipos, além de
outros fatores associados, como a viruléncia das estirpes virais e a susceptibilidade de cada
individuo (Figueiredo, 2000; Gould e Solomon, 2008).

A Encefalite de Saint Louis € uma doenca infecciosa febril aguda causada
pelo SLEV. Apenas trés casos de SLEV em humanos foram relatados no Brasil, durante
cerca de 30 anos, sendo dois na regido norte, na década de 70, € um no municipio de Sdo

Pedro (SP), em 2004. Nestes casos, os pacientes apresentavam quadro febril sem
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envolvimento neuroldgico (Rocco, Santos et al., 2005; Dos Santos, 2006; Reina, 2006).
Em 2006, concomitante a uma epidemia de DENV-3, ocorreu o primeiro surto de SLEV no
municipio de Sdo José do Rio Preto, com registro de 12 casos e um de co-infec¢do com
DENV-3, nos quais os pacientes apresentavam sintomas de Dengue Hemorrdgico e
encefalite (Mondini, Bronzoni et al., 2007; Mondini, Cardeal et al., 2007).

Dados soroldgicos indicam a presenca de anticorpos especificos circulantes
na populacido localizada préximo as dreas florestais da Amazonia e Mata Atlantica, e
apesar do raro isolamento do SLEV de humanos, este virus tem sido isolado de artrépodes,
aves e animais silvestres, indicando que € enzodtico nestas regides (Iversson, 1983;
Travassos Da Rosa, 1998).

Infec¢des por SLEV podem ser assintomadticas ou subclinicas, mas também
podem levar a sintomas semelhantes a um resfriado comum e muitas vezes sao
diagnosticadas como Dengue. Os principais sinais e sintomas observados incluem febre,
cefaléia, mialgia, nduseas/vomitos e sonoléncia. Normalmente, quadro grave com sinais
neurolégicos focais e encefalite ocorre em pacientes com mais de 60 anos ou
imunodeprimidos, para os quais a letalidade varia de 7 a 24% (Reina, 2006). Entretanto,
pela reatividade cruzada de anticorpo entre diferentes flaviviroses, imunizac¢ao pelo virus
Dengue também confere imunizagdo contra o SLEV (Burke e Monath, 2001).

O virus ROC € neurotrépico e estd associado a quadros graves de encefalite
(Travassos Da Rosa, 1998). E mantido na natureza por aves silvestres e pelos mosquitos
Aedes e Psorophora (Figueiredo, 2007). Este virus causou uma importante epidemia no
Vale do Ribeira, nos anos de 1973 a 1977, com 1000 casos € 10% de 6bito e, embora nao
tenham sido registrados outros surtos da doenca, dados soroldgicos suportam a
possibilidade de circulagdo do virus nesta regiao (Lopes, 1978; Lopes, 1979; Figueiredo,
2007). Em 1995, na Bahia, cinco pacientes apresentaram anticorpos para este virus e em

2004, o exame sorolégico de dois pdssaros, capturados na regidao sul do pais, mostrou
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anticorpos para ROCV (Iversson, 1989; Iversson, 1992; Straatmann, Santos-Torres et al.,
1997; Figueiredo, 2007).

O virus ILH esta distribuido nas Américas do Sul e Central, inclusive no
Brasil, onde tem sido relacionado a doenca febril aguda. A prevaléncia de anticorpos nas
regides Amazdnica e Mata Atlantica € alta, apesar do nimero de casos diagnosticados da
doenca ser baixo, indicando que as infec¢des por este virus possam ser leves ou
inaparentes (Iversson, 1981; Travassos Da Rosa, 1998).

O virus BSQ tem sido isolado de mosquitos e mamiferos silvestres. Apenas
um caso de infeccdo humana foi relatado, o qual se caracterizou por doenga febril aguda
(Travassos Da Rosa, 1997).

A encefalite causada pelo virus West Nile (WNV) € uma das principais
doencas emergentes nas Américas. O WNV foi isolado de humanos e eqiiinos com
encefalite em Nova York no ano de 1999 e, desde entdo, difundido em direcao ao México e
Caribe (Kotait, 2006; Gould e Solomon, 2008; Kramer, Styer et al., 2008). A presenga do
WNV na América do Sul vem sendo relatada pela detec¢do de anticorpos em aves e/ou
eqiiinos na Guatemala (Morales-Betoulle, Morales et al., 2006), Caribe, México, El
Salvador e Colombia (Komar e Clark, 2006), Venezuela (Bosch, Herrera er al., 2007), e
em humanos em Cuba (Pupo, Guzman et al., 2006) bem como pelo isolamento viral em
trés eqiiinos na Argentina (Morales, Barrandeguy et al., 2006) e no México (Komar e
Clark, 2006). No Brasil, nao ha relatos de doenga nem anticorpos detectados em humanos,
eqiiinos e aves, embora o pais apresente condi¢des ecoldgicas favordveis a transmissao
deste virus. Desde 2002, esfor¢os tém sido realizados no sentido de se estabelecer uma
vigilancia epidemioldgica ativa de aves migratdrias (Aradjo, Vianna et al., 2004; Kotait,
2006).

Na América do Norte, epidemias por WNV estdo associadas a doencas em

eqiiinos e aves migratérias que se acredita serem hospedeiros amplificadores juntamente
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com mosquitos do género Culex. Os humanos e equinos sdo hospedeiros acidentais,
entretanto, transplantes de 6rgdos, transfusdes de sangue e o leite materno estdo sendo
relatadas como importantes vias de transmissao em humanos (Gould e Solomon, 2008).

No entanto, hd poucas evidéncias da morbidade e/ou mortalidade de
eqiiinos ou humanos nos paises tropicais. Este fato pode ser explicado pela protecdo
cruzada que ocorre com outros Flavivirus, como Dengue, Febre Amarela, que ja circulam
nestes paises, o que leva a reducdo da viruléncia do WNV, ou pela diminuicdo da
competéncia dos vetores e aves em transmitir o virus quando se compara a transmissao em
climas temperados, devido a grande variedade de espécies hospedeiras nos tropicos, e
ainda pelo fato das aves hospedeiras quando doentes serem incapazes de migrarem grandes

distancias (Brault, Langevin et al., 2004); Chavez, 2006; Kramer, Styer et al., 2008).

1.2.3. Familia Bunyaviridae — Género Orthobunyavirus

Os virus deste género medem de 80 a 120 nm de didmetro, apresentam
capsideo de simetria helicoidal, circundado por um envoltério lipoprotéico com espiculas
superficiais. O genoma viral é constituido por trés segmentos de RNA de fita simples
(Small-S, Medium-M e Large-L), lineares e de simetria helicoidal, os quais codificam,
respectivamente, proteinas estruturais de nucleocapsideo (N), glicoproteinas do envelope
(G1 e G2) e a proteina L (L), além das proteinas nao-estruturais NSs e NSm (Schmaljohn,
2007).

As glicoproteinas G1 e G2 possuem propriedades bioldgicas importantes
por causarem viruléncia, hemaglutinacdo, fixacdao do virus e fusdao com a célula hospedeira
(Schmaljohn, 2007). Estudos indicam que anticorpos neutralizantes se ligam diretamente

aos epitopos da glicoproteinas G1 (Saeed, Li et al., 2001).
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A proteina N € o produto mais abundante nos virions e nas células
infectadas. Esta proteina forma o nucleocapsideo viral, e se liga ao RNA para formar o
complexo denominado ribonucleoproteina (Kohl, Dunn et al., 2004). Acredita-se que esta
proteina induza a formagao de anticorpos fixadores de complemento durante infec¢des em
células de mamiferos (Saeed, Li et al., 2001). Além disso, € importante na replicagao viral,
pois atua como um chaperone de RNA desdobrando continuamente o RNA para permitir
que este forme estruturas mais estaveis (Schmaljohn, 2007).

A proteina L. tem funcdo de RNA polimerase RNA-dependente, a qual
participa da replicacdo. Entretanto, precisa assumir fungdes enzimdticas para exercer as
atividades de transcriptase endonuclease, replicase e provavelmente RNA-helicase
(Schmaljohn, 2007).

A proteina ndo-estrutural s (NSs) parece ser um antagonista do interferon,
favorecendo a ligacdo entre a proteina viral e a proteina do hospedeiro nas células de
mamiferos (Kohl, Dunn ef al., 2004).

A proteina ndo-estrutural m (NSm) embora ndo tenha a sua funcdo bem
definida, parece estar envolvida na montagem do virion no Complexo de Golgi, aonde esta
localizada (Schmaljohn, 2007).

O arbovirus do género Orthobunyavirus de maior importancia no Brasil € o
virus Oropouche (OROV) responsével pela a Febre do Oropouche.

O virus € mantido na natureza pelos ciclos silvestre e urbano. No ciclo
silvestre, preguicas, macacos e aves sdo os hospedeiros vertebrados e o Aedes serratus,
Culex quinquefasciatus e Culicoides paraensis (maruim) vetores. No ciclo urbano, o virus
¢ transmitido de pessoa a pessoa através da picada do Culicoides paraensis, amplamente
disseminado em dreas tropicais e subtropicais das Américas (Vasconcelos, 1992; Pinheiro,

Travassos Da Rosa et al., 1997).
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A Febre do Oropouche € uma doenca aguda febril que cursa com cefaléia,
mialgia, artralgia, podendo estar acompanhado de meningite asséptica (Travassos Da Rosa,
Rodrigues et al., 1996). O virus ORO ¢é considerado, depois do virus do DEN, o arbovirus
de maior importincia no Brasil, principalmente na regido Amazonica, onde causa
epidemias explosivas, acometendo simultaneamente milhares de pessoas, em um curto
periodo, implicando em sérias conseqiiéncias de ordem social e econdmica. No entanto, ja
houve o isolamento e evidéncias soroldgicas constataram a circulacdo deste virus em
outras regides do pais (Pinheiro, Travassos Da Rosa et al., 1981; Figueiredo, 1986.; Nunes,
2002; Nunes, Martins et al., 2005).

Estudos filogenéticos do segmento S, classificam o virus ORO dentro de
trés gendtipos distintos, sendo estes gendtipos I, Il e III (Saeed, Wang et al., 2000). No
genotipo I encontra-se o protétipo de Trinidad e a maioria das estirpes brasileiras, o qual é
predominante no Brasil. No genétipo II estdo agrupadas as estirpes isoladas no Peru entre
1992 e 1998 e duas cepas do Brasil isoladas em 1991, nos estados do Pard e Acre. No
genotipo III estdo as estirpes isoladas no Panamd, em 1989 (Saeed, Wang et al., 2000) e a
estirpe isolada de um primata (Callithrix sp.) no estado de Minas Gerais, em 2000, sendo

esta a primeira estirpe do gendtipo III detectada no Brasil (Nunes, Martins et al., 2005).

1.3. Diagnéstico Laboratorial

O diagndstico virolégico moderno tem como caracteristica importante o uso de
varios métodos para deteccdo da infeccdo viral, sendo de grande importancia para a saide
publica, pois auxiliam no diagndstico de pacientes € no monitoramento das viroses nas
diferentes regides do pais. Os testes soroldgicos, bem como os métodos moleculares para a
deteccdo de genoma viral assumem grande importincia no diagndstico de arboviroses

(Storch, 2007). Entretanto, a realizacdo de testes especificos depende basicamente da



17

qualidade da amostra, levando em consideragdo o tempo de colheita versus a manifestacao
da doenca no paciente, o tipo de amostra, a qualidade e quantidade do material obtido, o
tempo e as condicdes de transporte as quais a amostra foi submetida (Storch, 2007).

O método comumente utilizado no diagndstico laboratorial de arboviroses é o
isolamento viral, em camundongos recém-nascidos, culturas celulares ou em mosquitos.
Praticamente todos os arbovirus s@o patogénicos para camundongos neonatos e letais para
camundongos adultos, como também para hamsters e cobaias. Entretanto, o uso de
camundongos apresenta desvantagens, como alto custo em manter um biotério, longo
tempo para o isolamento (De Paula e Fonseca, 2004). Para o isolamento em cultura celular,
uma grande variedade de cultivos celulares tem sido utilizada onde a multiplicacdo viral
pode ser detectada mediante evidéncia de efeito citopatico ou de formacdo de placas sob
camada de agar. Dentre as linhagens celulares continuas que apresentam sensibilidade a
um grande nimero de arbovirus estdo as células Vero (rim de Cercopithecus aethiops),
BHK-21 (rim de hamster neonato), LLC-MK2 (rim de macaco Rhesus) e as células de
artropodes Aedes pseudoscutellaris (AP61) e Aedes albopictus (clone C6/36). Dentre as
linhagens celulares primadrias, as células de embrides de galinha e pato, bem como as de
rim de hamster e de tecido nervoso de camundongos recém-nascidos ou de embrides sdo as
que apresentam maior susceptibilidade. As desvantagens desta técnica sdo as mesmas
observadas para o isolamento em camundongos, com o aditivo de que € necessdria a
realizacdo de multiplas passagens para a observacdo de efeito citopatico nas células
infectadas (De Paula e Fonseca, 2004).

Uma vez realizado o isolamento, a confirmacao do agente pode ser feita por ensaios
de neutralizacdo, fixacdo de complemento, inibicdo da hemaglutinacdo (HI),
imunofluorescéncia e/ou ELISA (De Paula e Fonseca, 2004; Storch, 2007).

Quanto aos métodos soroldgicos, HI e ELISA sdo os mais empregados. A HI por ser

7z

uma técnica sensivel, rdpida e de facil execucdo, é recomendada na rotina laboratorial,
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principalmente nos estudos soro-epidemiolégicos, devido a longa persisténcia dos
anticorpos inibidores da hemaglutinacdo apds a infeccdo, permitindo diferenciar entre
infecgdes primdrias e secunddrias (Shope e Sather, 1979). Contudo, a confirmagdo do
diagndstico exige amostras de soros pareadas, ou seja, amostras colhidas nas fases aguda e
de convalescenca da doenca, as quais, nem sempre sao de facil obtencao (Figueiredo, Owa
et al., 1992; De Paula e Fonseca, 2004)

O teste de ELISA, utilizado para deteccao de IgM, tem a vantagem de identificar
infeccdo atual ou recente, como também a deteccdo de antigenos, e, ademais, apresenta alta
sensibilidade, € rapido e de facil execucao (Kuno, Gomez et al., 1987; Figueiredo, Simoes
et al., 1989). Contudo, para tais metodologias, de uma forma geral, a interpretacdo dos
resultados pode ser prejudicada devido a ocorréncia de reagdes cruzadas entre os virus do
mesmo género (Shope e Sather, 1979; Henchal, Polo et al., 1990; Howe, Vodkin et al.,
1992; Fulop, Barrett et al., 1993; Puri, Henchal et al., 1994; Bronzoni, Moreli et al., 2004;
De Morais Bronzoni, Baleotti ef al., 2005).

A deteccdo de antigenos virais pode ser realizada pelo método de
Imunohistoquimica, a partir de amostras fixadas em formalina. Tal técnica tem sido
utilizada no diagndstico de casos fatais, principalmente naqueles em que os resultados
obtidos em outros testes tenham sido pouco conclusivos, além de ser util nos estudos
epidemioldgicos retrospectivos (Miagostovich, Ramos et al., 1997; Vasconcelos, 2003).

O desenvolvimento de técnicas moleculares permitiu a detec¢do de seqii€ncias
especificas do genoma viral, permitindo, assim, eliminar alguns dos problemas
encontrados na utilizacdo de métodos soroldgicos como, sensibilidade, especificidade e
tempo, sendo este de grande importdncia em situacdes de epidemia (Samuel e Tyagi,
2006).

Os métodos baseados em RT-PCR significaram um avanco no diagndstico das

arboviroses, pois fornecem resultados rdpidos, de alta sensibilidade e especificidade a
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partir de amostras clinicas de sangue, tecidos, bidpsias, mosquitos e cultura celular (De
Paula e Fonseca, 2004) e permitem o seqiienciamento nucleotidico dos produtos
amplificados, que visam a identificacdo viral, estudos filogenéticos e de genotipagem
(Storch, 2007),. Um fator de grande importincia para a sensibilidade da RT-PCR € a
qualidade do RNA (De Morais Bronzoni, Baleotti et al., 2005), que € influenciada tanto
pela metodologia adotada para a extragdo, quanto pela forma de conservagao da amostra
clinica (Storch, 2007).

Os métodos de Multiplex-PCR associados a Nested-PCR permitem a detec¢do de
mais de um virus em uma Unica amostra, bem como de co-infec¢des, gerando economia de
tempo e dinheiro, sem comprometer a qualidade do teste (Elnifro, Ashshi et al., 2000; Kao,
2005). O uso da técnica de Nested-PCR é complementar a RT-PCR, sendo indicado para
amostras clinicas que apresentam baixo titulo viral. Esta técnica tem como objetivo
aumentar a sensibilidade e especificidade, tornando o resultado mais preciso (Kuno, 1998;
Lam, 2007). A metodologia desenvolvida por Bronzoni e colaboradores (2005) para a
deteccao e identificacdo de arbovirus brasileiros, pertencentes aos géneros Flavivirus e
Alphavirus, apresenta grande aplicabilidade no diagndstico diferencial de febres agudas e
com caracteristicas clinicas inespecificas, principalmente em regides onde co-circulam
estes diferentes virus.

A partir da identificacdo viral e seqiienciamento nucleotidico é possivel a realiza¢ao
de estudos filogenéticos, que permite a diferenciacdo entre os arbovirus e entre 0s
genotipos existentes. A andlise pode ser realizada quando se compara a seqii€éncia
nucleotidica com as varidveis bioldgicas do virus, tais como localizacdo geografica, os
organismos hospedeiros, viruléncia, tropismo, modo de transmissdo € o tempo em que a
amostra foi obtida. Desta forma, as informacdes obtidas permitem determinar,

principalmente, a origem e a relagc@o entre os arbovirus circulantes tanto no pafs como em
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outros paises, e como a doenga se espalhou na populacdo, e a partir disso, realizar medidas
de controle para arbovirus emergentes e re-emergentes (Holmes, 1998).

Neste contexto, ndo hd trabalhos envolvendo a detec¢ao molecular de arbovirus em
diferentes populacdes onde os pacientes apresentam sintomatologia clinica semelhante,
como no caso das doengas febris agudas e encefalites. Portanto, o uso da técnica molecular
para deteccao de arbovirus € uma forma rdpida, segura e eficiente de monitoramento da
ocorréncia de diferentes arbovirus que estao circulando no pais, inclusive durante periodos

epidémicos.
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2. OBJETIVO

Identificar os arbovirus causadores de doenga febril aguda em amostras
clinicas provenientes de Sao José do Rio Preto (SP) e Acrelandia (AC), cidades que
apresentam situagdes epidemioldgicas diferentes, com presenga de epidemia e auséncia de
epidemia. Para tanto, foram utilizados os métodos de RT-Nested-PCR para identificagcao de

Alphavirus, Flavivirus e Orthobunyavirus.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Amostras clinicas

Foram analisadas amostras clinicas provenientes dos municipios de Siao José do Rio

Preto (SP) e Acrelandia (AC), localidades onde ha a circulagcdo de arbovirus.

3.1.1. Amostras de Sao José do Rio Preto (SP)

Foram analisadas 413 amostras clinicas de pacientes com suspeita de
dengue atendidos pelos servicos de saide do municipio de Sao José do Rio Preto (SP)
durante surto de dengue. As amostras foram enviadas entre maio a julho de 2006. Todos os
pacientes apresentavam quadro febril de até 05 dias e foram considerados positivos para
dengue pela Secretaria Municipal de Saide e Higiene e pelo Centro de Vigilancia
Epidemioldgica (CVE/SP), segundo critérios epidemioldgicos (vigéncia de epidemias e
sintomas clinicos compativeis).

As amostras de sangue foram colhidas nas Unidades Bdésicas de Sadde
(USB), Prontos Socorros Municipais e Hospitais e encaminhadas ao Laboratério de
Pesquisa em Virologia (LPV), onde foram centrifugadas por cinco minutos para a

separag¢do do soro, que foi armazenado a —80°C até o momento do uso.

3.1.2. Amostras de Acrelandia (AC)

Foram analisadas 76 amostras clinicas provenientes de pacientes do
municipio de Acrelandia (AC), do ano de 2004-2005. As amostras foram obtidas por uma
parceria entre o Laboratdrio de Pesquisa em Virologia e o Depto.de Biologia da Faculdade
de Marilia, que desenvolve projetos no municipio de Acrelandia em colaboracdo com o

Departamento de Parasitologia do ICB/Universidade de Sao Paulo (USP).
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As amostras vieram de pacientes que apresentavam quadro febril agudo e
resultados negativos para maldria, através do método de gota espessa, bem como negativos
para arboviroses, pelo método de inibicdo da hemaglutinagdo.

O sangue dos pacientes foi obtido no municipio de Acrelandia e
centrifugado por cinco minutos para a separacdo do soro. As amostras foram enviadas ao

LPV em gelo seco e armazenadas a —80°C até o momento do uso.

3.2. Virus

Os arbovirus utilizados neste estudo como controles positivos estdo listados na
Tabela 1. Com exce¢do da amostra viral Dengue 3, isolada no Laboratério de Pesquisas em
Virologia da FAMERP, as demais foram gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Luiz Tadeu
Moraes Figueiredo do Centro de Pesquisa em Virologia, da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto - USP.

Os virus foram propagados em culturas celulares, segundo metodologia descrita por
Figueiredo (1990), bem como em camundongos neonatos, conforme descrito por Shope &
Sather (1979). Para tanto, camundongos lactentes (Balb/c), com dois dias de idade,
mantidos em gaiolas e acompanhados de suas maes, foram inoculados via intracerebral
com 20ul de suspensdo viral. Os animais foram diariamente observados para presenca de
sintomas caracteristicos de infec¢do, tais como retardo do crescimento, apatia e encefalite.
Depois de detectadas as lesdes, os animais foram recolhidos e sacrificados para extracao do
extrato cerebral por meio de introdu¢do de uma agulha na regido occipital e aspiracdo de
todo o conteudo cerebral. O aspirado foi diluido (1:20) em meio de cultura contendo
antibioticos, centrifugado a 4°C por 5 minutos a 3000 rpm (rotor Eppendorf A-4-44) para a
obtencdo do RNA viral presente no sobrenadante, e armazenado em aliquotas de 200ul a -

80°C, até o momento do uso. A infeccao foi confirmada pela detec¢do do genoma viral nas
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suspensoes celulares e extratos cerebrais por métodos de RT-Nested-PCR especificos para

arboviroses (Bronzoni, Moreli et al., 2004; De Morais Bronzoni, Baleotti et al., 2005).

Tabela 1. Relacdo das estirpes de arbovirus brasileiros utilizadas no estudo como controles

positivos
Familia Género Virus (abreviacio) Estirpes (abreviacao)
Togaviridae Alphavirus Mayaro (MAYYV) BeAr 20290
Flaviviridae Flavivirus Dengue (DENV) DENYV 1 Mochizuki

St. Louis Encephalitis
(SLEV)

Ihéus (ILHV)

Rocio (ROCYV)

West Nile (WNV)
Febre Amarela
(Yellow Fever-YFV)

Bunyaviridae Orthobunyavirus Oropouche (OROV)

DENYV 2 SpH 125367
DENYV 3 RPDen06/41
DENYV 4 Boa Vista

BeH 355964

BeH 7445
SpH 34675
NY 99

17DD (vacina)
BeAn 19991

3.3. Extracao de RNA

O RNA foi extraido a partir de 140ul de amostras clinicas, suspensdes celulares ou

do extrato cerebral de camundongos, utilizando o Qiamp Viral RNA Kit (QIAGEN Inc.,

USA), de acordo com as recomendagdes do fabricante. O volume final obtido foi de 60pl.

3.4. Estratégia de estudo

As amostras de Sdo José do Rio Preto foram inicialmente testadas para DENV 1-3,

YFV e SLEV e somente as negativas foram testadas para a presenga dos demais arbovirus.

As amostras de Acrelandia foram testadas para todos os arbovirus.

Em linhas gerais, as amostras clinicas foram analisadas para a deteccdo e

classificacdo do agente viral em Alphavirus elou Flavivirus segundo estratégia

desenvolvida por Bronzoni e colaboradores (2004 e 2005), na qual se utiliza o método de
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RT-PCR em duas etapas. Na primeira delas, primers gé€nero-especificos sdo usados
simultaneamente, em um sistema de Duplex-RT-PCR (D-RT-PCR). Em uma segunda
etapa, primers espécie-especificos sdo usados, simultaneamente ou ndo, em um sistema de
Nested-PCR (N-PCR) para a identificacdo da espécie viral. Desta forma, Multiplex-Nested-
PCR (M-N-PCR) foi usada para a identificagao dos virus VEE, EEE, WEE e MAY. Outra
M-N-PCR foi usada para a identificagdo dos virus DEN (1-3) e YF. Os virus DEN-4, SLE,
ROC, ILH, BUS e IGU foram identificados em N-PCRs. Para a detec¢do e identificacdo do
virus Oropouche, seguiu-se a metodologia de RT-N-PCR desenvolvida por Bronzoni e
colaboradores (dados nao-publicados). O fluxograma da estratégia usada no estudo esta
demonstrado nas Figuras 1 e 2. A Tabela 2 relaciona os arbovirus pesquisados nas

amostras clinicas.

Tabela 2. Relacdo dos arbovirus brasileiros pesquisados.

GENERO VIRUS

Alphavirus Venezuelan Equine Encephalitis
Eastern Equine Encephalitis
Western Equine Encephalitis
Mayaro
Flavivirus Dengue (1-4)
St. Louis Encephalitis
IThéus
Rocio
Febre Amarela
Bussuquara
Iguape
West Nile

Orthobunyavirus Oropouche
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3.4.1. Primers

Os primers usados para a detec¢do dos Alphavirus se ligam a regides do
gene da protefna nsP1, enquanto que os usados para a detec¢do dos Flavivirus se ligam a
regides do gene da proteina NS5. Para a deteccio do OROV foram usados primers que se
ligam no segmento S do genoma viral. Os primers usados no presente estudo estdo

descritos na Tabela 3.



Tabela 3. Primers utilizados no estudo.
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Primers Seqiiéncia (5’-3”) A”ZI:;;'O" Referéncia
Primers género-especificos para Alphavirus e Flavivirus
M2W (+) YAGAGCDTTTTCGCAYSTRGCHW Pfeffer et al.
CM3W (-) ACATRAANKGNGTNGTRTCRAANCCDAYCC s (1997)
FGI1 (+) TCAAGGAACTCCACACATGAGATGTACT Fulop er al.
FG2 (-) GTGTCCCATCCTGCTGTGTCATCAGCATACA 1000 (1993)
Primers espécie-especificos para Alphavirus
NVEE (+) ACGGAGGTAGACCCATCCGA 400"
NEEE (+) CCACGGTACCGTTGCC 124! Bronzoni et al.
NWEE (+) GGCGGCAGACCTGCTGGAA 208" (2004)
NMAY (+) GGAAGTTGGCCAAGGC 270"
Primers espécie-especificos para Flavivirus
NDEN1 (-) CGTTTTGCTCTTGTGTGCGC 472°
NDEN2 (-) GAACCAGTTTGGTTDRTTTCATCGCTGCC 316
NDEN3 (-) TTCCTCGTCCTCAACAGCAGCTCTCGCACT 659°
NDEN4 (-) GCAATCGCTGAAGCCTTCTCCC 222°
NSLE (-) ATT CTT CTC TCA ATC TCC GT 2327 Bronzoni et al.
NBSQ (-) AAG TGA CAC CTG TTC AGG GTA 388° (2005)
NILH (-) TCC ACC GCT GAT CTG AGC CCG TGA 474°
NROC (-) TCA CTC TTC AGC CTT TCG 2307
NYF-253(-) TCAGAAGACCAAGAGGTCATGT 2537
NIGU (-) CCA CGA ACC AAC TTG AAG 254°
NWN (-) TCC CCC CGC AGG TGT GCC TCG 717°
Primers especificos para Oropouche
S10RO (+) GAA GCT AGA TAC GGA CAA GTG CTC AAT GC Bronzoni et al.
C20RO (-) CCA GAG TGC CTA CAG CCTC 500 (dados nao
C10RO (-) CTC TTA CAG CAA CTA TCT CTT CAC G publicados)
Primers especificos para o gene do Envelope de SLEV
F880 (+) CGA TTG GAT GGA TGC TAG GTA G
B2586 (-) CAG TTG GAG TCA GAG GGA AAT ACT T 477 Chilrfj:,e;;m)
B1357 (-) GCA ACCTCATACTTG ATGTTTTCTC

'Com o primer cM3W. “Com o primer FG1. (+): sentido gendmico; pb: pares de bases.
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3.4.2. Duplex-RT-PCR para deteccao de Alphavirus e Flavivirus

A RT foi realizada pela adi¢do de 8ul de RNA purificado em uma mistura
contendo 4ul de solucdo tampao cinco vezes concentrada (250mM Tris-HCI, pH 8,3,
375mM KCl, 15mM MgCl,), 1,4ul de DTT (Dithiothreitol) a 0,1M, 1,6ul da mistura
contendo 250uM de cada ANTP (DeoxynucleosideTriphosphate), 1ul de cada primer
cM3W (a 100uM) e FG2 (a 15uM), 20U do inibidor de ribonuclease (RNaseOUT-
Invitrogen, USA), 200U de enzima transcriptase reversa (Superscript 1I-Invitrogen, USA)
e dgua suficiente para completar 20ul. A mistura foi incubada a 42°C por 50 min e a 70°C
por 15 minutos.

A mistura de PCR consistiu de 8ul do produto da RT, 5ul da solucdo
tampao 10 vezes concentrada (200mM Tris-HCI, pH 8,4, 500mM KCl), 2ul de MgCl, a
50mM, 4ul da mistura contendo 250uM de cada dNTP, lul de cada primer M2W (a
50uM) e FG1 (a 15uM), 1U da enzima polimerase (Tag DNA polymerase recombinant -
Invitrogen, USA) e dgua suficiente para completar 50ul. A mistura foi submetida a 30
ciclos de 94°C por 1 min, 53°C por 1 min e 72°C por 2 min, finalizando com um ciclo de

72°C por 5 min. As reagdes de RT-PCR foram realizadas em termociclador GeneAmp®

PCR System 9700 (Applied Biosystem, USA).

3.4.3. Multiplex-Nested-PCR para identificacao de Alphavirus

A mistura de M-N-PCR consistiu de 1pl do produto obtido na D-RT-PCR, 1
U da enzima polimerase, Sul da solu¢do tampdo 10 vezes concentrada, 2ul de MgCl, a
50mM, 1ul do primer cM3W a 100uM, 1ul dos primers espécie-especificos NVEE,

NEEE, NWEE e NMAY (a 15uM cada), 4ul da mistura contendo 250uM de cada dNTP e
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agua suficiente para completar S0pl. A mistura foi submetida a 25 ciclos térmicos iguais
aos descritos para a primeira PCR.

Os amplicons foram visualizados a luz ultravioleta, ap6s eletroforese em gel
de agarose a 2% (peso/volume) seguido de coloracdo com brometo de etideo (Ausubel,

1997).

3.4.4. Multiplex-Nested-PCR para identificacao de Flavivivirus

A M-N-PCR para identificacio dos Flavivirus foi realizada conforme
descrito no item 3.4.3., usando os primers NDEN-1, NDEN-2, NDEN3 e NYF-253,

juntamente com o primer FG1 (15uM cada).

3.4.5. Nested-PCR para identificacao de Flavivivirus

A N-PCR para identificacdo dos Flavivirus foi realizada conforme descrito
no item 3.4.3., com a excecao de que foi realizado um teste independente para cada virus
pesquisado usando os primers NDEN-4, N-SLE, NROC, ILHV ou WNV. Cada um destes

primers foi usado juntamente com o FG1 e todos foram usados a 15uM.

3.4.6. RT-Nested-PCR para a identificacao do virus Oropouche

A reacdo de RT-PCR foi realizada conforme descrito no item 3.4.2., com a
excecao dos primers usados, os quais foram c20ORO (RT) e s1ORO (PCR) a 15uM cada.

A reacdo de N-PCR foi realizada conforme descrito no item 3.4.3., com a
excecdo dos primers usados, os quais foram clIORO juntamente com o sIORO (15uM

cada).
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3.5. Isolamento Viral

Amostras clinicas de alguns pacientes foram isoladas em culturas celulares segundo
metodologia descrita por (Figueiredo, 1990). Para tanto, a monocamada confluente de
cultura celular C6/36, mantida em frasco de 250m2, foi inoculada com 100ul de amostra
clinica diluida 1:10 em meio de cultura. Apds incubagdo, a 28°C por 45 minutos, foram
adicionados 5 ml de Meio Leibovitz L-15 (Cultilab) suplementados com 1% de Soro Fetal
Bovino (SFB - Cultilab). As células foram diariamente observadas e, apds sete dias, foram
congeladas a -80°C. Por fim, as células foram descongeladas e o sobrenadante avaliado
para presenca de RNA viral por métodos de RT-Nested-PCR especificos para arboviroses

(Bronzoni, Moreli et al., 2004; De Morais Bronzoni, Baleotti ef al., 2005)

3.6. Nested-RT-PCR para amplificacio do Gene do Envelope (E)

Para classificar genotipicamente o SLEV, o gene que codifica a proteina de envelope
(E) foi parcialmente seqiienciado (477pb) e analisado perante outras seqiiéncias de SLEV
depositadas no GenBank, incluindo a seqiiéncia do SLEVBeH203235, cujo RNA viral foi
usado como controle positivo das reacdes. Para tanto, a amostra isolada de SLEV foi
submetida ao método de RT-Nested-PCR, descrita por Kramer & Chandler (2001), sendo
que os primers usados estdo descritos na Tabela 1. A técnica de RT foi realizada com a
adi¢do de 8 pl de RNA em uma mistura contendo 4 pl de solu¢do tampdo cinco vezes
concentrada (250mM Tris-HCl, pH 8,3, 375mM KCI, 15mM MgCl,), 1,5ul de DTT a
0,1M, 2ul da mistura contendo 250uM de cada ANTP, 1ul do primer B2586 (a 15uM),
20U do inibidor de ribonuclease, 200U de enzima transcriptase reversa (Superscript II) e
dgua suficiente para completar 20ul. A mistura foi incubada a 42°C por 50 min e a 70°C

por 15 minutos.



35

A PCR consistiu de 8ul do produto da RT, 5ul da solucdo tampao 10 vezes
concentrada (200mM Tris-HCI, pH 8,4, 500mM KCl), 2ul de MgCl, a 50mM, 2ul da
mistura contendo 250uM de cada ANTP, 1ul do primer B2586 (a 15uM) e F880 (a 15uM),
1U da enzima polimerase (Tag DNA polymerase recombinant) e agua suficiente para
completar 50pul. A mistura foi submetida a 25 ciclos de 92°C por 1 min, 56°C por 1 min e
72°C por 2 min, finalizando com um ciclo de 72°C por 7 min.

A reacdo de N-PCR foi realizada conforme descrito para a PCR, com a exce¢do dos

primers usados, os quais foram F880 e B1357.

3.7. Seqiienciamento nucleotidico

Os amplicons obtidos foram seqiienciados pelo método dideoxinucleotideo (Sanger,
Nicklen et al., 1977). Em algumas ocasides, foram previamente clonados em vetor
plasmidial.

Os amplicons obtidos nos métodos de (M)-N-PCR foram purificados com etanol
baseado em metodologia descrita por Sambrook & Russel (2001). Em linhas gerais, os
amplicons foram inicialmente transferidos para tubos de 1,5 ml para a adi¢do de 3uL de
acetato de sédio 3M seguido da adi¢ao de 150ul de etanol 100%. O DNA foi precipitado
por 20min a -80°C. Apés centrifugacdo de 20 minutos a 13200 rpm (rotor Eppendorf F45-
24-11), 4°C, o sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado com 100uL de etanol
70% (Merck). Em seguida foi realizada centrifugacdo de 10 minutos, a 13200 rpm, 4°C
para obtencdo de um precipitado, o qual foi homogeinizado em 20uL de dgua ultra-pura
(Invitrogen).

A clonagem dos amplicons foi feita em vetor pCR2.1 (TA Cloning kit, Invitrogen),
seguindo-se as recomendacdes do fabricante. Para a reacdo de ligagcdo, foram misturados

2ul do produto da N-PCR, na concentracao de 50 ng/ul, 1ul de vetor e 1ul da enzima T4
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Ligase. Apds 16 horas de incubagdo a 14°C, bactérias quimicamente competentes E.coli
DHS a (100ul) foram transformadas com 10ul do produto da ligacao por 30 minutos, 4° C
seguido de incubacdo a 42°C, por 2 min e gelo por 2 min. Logo em seguida, 250ul de meio
SOC (2% Triptona, 0,5% Extrato de Levedura, 10mM NaCl, 2,5mM KCI, 10mM MgCl,,
10mM MgSO,, 20mM glicose) foram adicionados e as bactérias foram incubadas por 1
hora, 37°C, sob agitacdo constante de 200rpm (camara com agitacdo, modelo MA-830,
Marconi). Foram plaqueados 100 ul da transformacdo em Agar/LB/ampicilina (50 pg/mL),
seguido de incubagado a 37°C por 16 horas.

Uma vez identificada a presenca de coldnias, estas foram colocadas em 4 mL de meio
LB (1% triptona, 1% NaCl, 0,5% extrato de levedura e 1,5% de Agar bacteriolégico)
contendo 2ul/mL de ampicilina (50 pg/mL) e incubadas a 37°C, sob agitacdo de 200 rpm,
durante 16 horas. Para a identificacdo das colonias que apresentavam o inserto de interesse,
PCR foi realizada com 2ul da cultura bacteriana, seguindo as metodologias descritas nos
itens 3.4.3 a 3.4.6.

Os clones positivos tiveram seu DNA extraido usando o FastPlasmid Mini
(Eppendorf, Alemanha), segundo recomendacdes do fabricante.

O seqiienciamento foi realizado utilizando o Big Dye Terminator Kit v3.1 (Applied
Biosystems), segundo recomendacdes do fabricante. Na reacdo de PCR para
seqiienciamento foram utilizados tanto os primers espécie-especificos (3,2 uM), como o0s
de amplificagdo do vetor. O DNA obtido foi centrifugado por 20 minutos, a 13200 rpm,
4°C, precipitado com 80uL de isopropanol 75% e homogeneizado com 2,0 uLL de tampao
contendo EDTA 0,5M pH 8.0 e Blue Dextran. O DNA foi desnaturado a 95°C por 2
minutos e aplicado no gel de seqiienciamento. A eletroforese foi realizada no aparelho ABI
PRISM 377 DNA Sequencer (Applied Biosystems). As seqiiéncias foram analisadas
usando os  programas DS Gene 2.0 (Accelrys, USA) e BLAST

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi).
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3.8. Analise Filogenética

Duas 4rvores filogenéticas contendo as seqiiéncias de SLEV e OROV,
respectivamente, juntamente com outras seqiiéncias destes virus disponiveis no GenBank,
foram construidas pela Prof®. Betdnia Drumond, do Departamento de Biologia Geral, da
Universidade Estadual de Montes Claros (MG). As seqiiéncias nucleotidicas foram
alinhadas e analisadas usando o Clustal W implementado no programa Mega 4.0
(Thompson, Higgins et al., 1994), segundo metodologia de Tamura-Ney (Tamura, Dudley
et al., 2007). A partir do alinhamento, foi usado o modelo de substitui¢io de nucleotideo
com o auxilio do programa Modeltest versdao 3.06 (Posada e Crandall, 1998), baseando-se
no parametro tamura -3 que considera taxas de substituicdes mudltiplas, diferengas no
conteddo de GC e taxas de transi¢do e transversdo (Tamura, 1992). Para a constru¢do da
arvore filogenética foi utilizado o método neighbor-joining (NJ) executado pelo Mega 4.0,
usando como critério de confiabilidade o modelo testado por bootstrap de 1000 réplicas

(Tamura, Dudley et al., 2007).
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4.1. Diagnéstico Molecular das Arboviroses em amostras de Sao José do Rio

Preto

A andlise das 413 amostras de Sao José do Rio Preto por RT-PCR mostrou que 325

(79%) foram positivas para a presenca de Flavivirus. Dentre estas amostras, 320 (98%)

foram positivas para DENV-3; 3 (1%) para DENV-2 e 6 (2%) para SLEV. Nao houve

deteccao dos outros arbovirus (DENV-4, ROCV, ILHV, WNV, IGUV, BSQV, MAYV,

EEEV, VEEV, WEEV, OROV) nas 88 (21%) amostras negativas para Flavivirus, como

mostra o Grafico 1.
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Grafico 1. Distribuicdo das amostras clinicas de Sdo José do Rio Preto positivas para Flavivirus.

Quatro casos de co-infeccdo foram detectados, sendo que em uma das amostras

foram identificados os virus DEN-3 e 2 ¢ em outras trés foram identificados os virus DEN-

3 e SLE. O perfil eletroforético de algumas amostras clinicas positivas, incluindo casos de

co-infec¢do, pode ser observado na Figura 3.
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Figura 3. Eletroforese em gel de agarose dos amplicons obtidos na Multiplex-Nested-PCR para
deteccdo de Flavivirus em amostras clinicas de pacientes de Sao José do Rio Preto. Linha 1: controle
positivo para DENV 2. Linha 2: amostra clinica positiva para DENV-2. Linha 3: amostra clinica
apresentando co-infeccdo por DENV-2 e 3. Linhas 4 e 5: amostras clinicas positivas para DENV-3.
Linhas 6 e 10: controle positivo para DENV-3. Linha 7: controle positivo de SLEV. Linhas 8 e 9:
amostra clinica do mesmo paciente apresentando co-infec¢do para SLEV e DENV-3. Linha 11: controle

negativo. M: marcador de peso molecular (100pb).

4.1.1. Analise Epidemiologica das amostras de Sao José do Rio Preto

No ano de 2006, no municipio de S@o José do Rio Preto, entre os meses de
maio a julho, foram enviados pela a Secretdria Municipal de Saude e Higiene (SMSH) 413
amostras de pacientes com suspeita de Dengue. Como estes casos ocorreram em meio a
uma epidemia, todos os pacientes foram considerados positivos, ndo havendo diagndstico
laboratorial. A maior incidéncia de envio de amostras ocorreu nas segunda e terceira
semana do estudo, com 165 e 113 casos, respectivamente. A relacdo entre o nimero de
amostras testadas por RT-PCR e o numero de amostras positivas para arbovirus pode ser

observada na Tabela 4.
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Tabela 4. Relacdo das amostras de Dengue enviadas pela Secretaria Municipal de Satide e Higiene
de Sdo José do Rio Preto (SP) e diagnosticados por RT-PCR e dos casos positivos para arbovirus

por semana de estudo, no periodo de maio a julho de 2006.

Més Semana Amostras Am(.)s-tras .‘7_"
do estudo Testadas Positivas Positivos
1 45 42 93
2 165 131 79
3 113 88 78
4 56 40 71
Total 379 301 79,4
Junho 5 4 4 100
6 12 7 58
7 6 1 17
8 6 6 100
Total 28 18 64,3
Julho 9 6 6 100
Total Geral 413 325 79

Durante o periodo que compreendeu este estudo, um nimero maior de casos
foi notificado a Secretdria Municipal de Satdde e Higiene e o Grafico 2 ilustra a relacdo
entre o total de amostras notificadas, amostras enviadas e amostras positivas para arbovirus
nas semanas de estudo. O nimero total de amostras notificadas no municipio em 2006 foi
fornecido pela SMSH/ VE / SEI / SINANW. Observa-se uma positividade nas amostras

enviadas, comprovando que os pacientes apresentavam infec¢des por algum arbovirus.
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Grafico 2. Relagdo dos casos totais de Dengue notificados pela Secretdria Municipal de Satde e Higiene de

Sdo José do Rio Preto (SP), amostras testadas por RT-PCR e amostras positivas por semana de estudo, no

periodo de maio a julho de 2006.

Dentre os pacientes, 44 eram de criancas (0 a 10 anos) com 77% (34/44) positivas
para arbovirus; 50 eram de pacientes de 10 a 20 anos com 72% (36/50) casos positivos; 91
eram de pacientes de 20 a 30 anos com 81% (74/91) positivos, 71 eram de pacientes de 30
a 40 anos com 80% (57/71) positivos, 59 eram de pacientes de 40 a 50 anos com 83%
(49/59) positivos, 47 eram de pacientes de 50 a 60 anos com 79% (37/47) positivos e 33
pacientes eram de idosos (mais de 60 anos) com 76% (25/33) positivos para arbovirus

(Griéfico 3).
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Grafico 3. Relagdo das amostras diagnosticadas para arbovirus por RT-PCR enviadas pela Secretaria
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Municipal de Sadde e Higiene de Sdo José do Rio Preto (SP) e as amostras positivas, por faixa etdria, no
periodo de maio a julho de 2006.

De acordo com o sexo, dos 413 pacientes testados para arbovirus, 78,90%
das mulheres (172/218) foram positivas e 78,46% (153/195) homens foram positivos para

arbovirus (Grafico 4).
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Grafico 4. Relagdo das amostras diagnosticadas para arbovirus por RT-PCR enviadas pela Secretaria
Municipal de Sadde e Higiene de Sdo José do Rio Preto (SP)e as amostras positivas, de acordo com o sexo,

no periodo de maio a julho de 2006.

4.2. Diagnoéstico Molecular da Arboviroses em amostras de Acrelandia
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A andlise das 76 amostras de Acrelandia por RT-PCR mostrou que 8 (11%) foram
positivas para a presenca de arbovirus. Dentre estas amostras, 5 foram positivas para
DENV-3; 1 para MAYV e 2 para OROV (Grifico 5). O perfil eletroforético de algumas
amostras clinicas positivas pode ser observado na Figura 4. Nao houve detecc@o dos outros
arbovirus DENV-1, DENV-2, DENV-4, SLEV, ROCV, ILHV, WNV, IGUV, BSQV,

EEEV, VEEV, WEEV nas 68 (10,6%) amostras negativas para arbovirus.

—_
=]

amostras testadas (n=76)
O = N W kA U N O 0 O

DENV-3 MAYV OROV

Arbovirus detectados

Grafico 5. Representagdo das amostras clinicas positivas de Acrelindia para arbovirus
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Figura 4. Eletroforese em gel de agarose dos amplicons obtidos na Multiplex-Nested-PCR
para detec¢@o arbovirus em amostras clinicas de pacientes de Acrelandia. Linha 1: controle
positivo para OROV. Linha 2: amostra clinica positiva para OROV. Linha 3: amostra clinica
positiva para MAY'V. Linhas 4: controle positivo para MAYV. Linha 5: controle negativo. M:

marcador de peso molecular (100pb).

4.3. Isolamento Viral

Tentativa de isolamento viral em cultura celular foi realizada para quatro amostras
clinicas de Sao José do Rio Preto positivas por RT-PCR para SLEV (2) e DENV-2 (2),
bem como para uma amostra de Acrelindia positiva para MAYV. O virus SLE
SJRP06/155 foi isolado de uma amostra na segunda passagem em cultura celular e, da

amostra de Acrelandia, foi isolado o MAYV AC/30 na primeira passagem.

4.4. Seqiienciamento Nucleotidico

O genoma viral detectado em 16 amostras clinicas foi seqiienciado para

confirmacdo do diagndstico. A andlise nucleotidica das seqiiéncias confirmou a presenga

de DENV-3 em 13 amostras, SLEV em duas e OROV em outra amostra, além da isolada.
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4.5. Analise Filogenética do isolado SLEV SJRP06/155

O gene que codifica a proteina E do isolado SLEV SJRP06/155 foi parcialmente
amplificado conforme mostra a Figura 5. O amplicon de 477pb foi clonado e submetido ao
seqiienciamento nucleotidico. A andlise comparativa da seqiiéncia obtida de 449
nucleotideos (segmento 826 a 1274, com base no genoma do virus SLEV Argentina66 —
acesso GenBank: AY632544) com seqiiéncias de SLEV disponiveis no GenBank (Tabela
5) mostrou 13 nucleotideos diferentes, nas posi¢des 45, 83, 89, 169, 186, 201, 225, 235,
302, 330, 396, 408, 435 do SLEV SJRP06/155 em relacdo ao SLEV BeH203235 (usado
como controle positivo). Estes achados indicam que ambos sdo estirpes diferentes, mas que
se agrupam dentro do gendtipo V, no qual estdo classificados os isolados de Belém
(BeAr23379; BeAn246262; BeAn246407; 78v6507; 75D90; BeAn247377; BeAn242587,
BeH203235), Trinidad (TRVL9464; Trinidad) e Argentina (GMO-94; CorAn9275;
CorAn9124). Entretanto, como o valor de bootstrap foi baixo (60%), este ndo d4 suporte

para incluir o isolado neste genétipo V, conforme demonstra a Figura 6.

500 pb

Figura 5. Eletroforese em gel de agarose dos amplicons do gene E obtido na Multiplex-Nested-PCR. Linha 1:
amplificacdo positiva do gene E do isolado SLEV SJRP06/155 . Linha 2: controle negativo. M: marcador de
peso molecular (100pb).



Tabela 5. Seqiiéncias de SLEV analisadas no presente estudo.

Isolado Localidade | Acesso GenBank
BeH203235 (controle positivo) Belém AF205484
BeAr23379 Belém EF158048
BeAn246262 Belém EF158053
BeAn246407 Belém AF205482
BeAn247377 Belém EF158067
BeAn242587 Belém AF205478
Span9398 Sao Paulo AF205472
65v310 México AF205470
TRVL9464 Trinidad EF158056
Trinidad Trinidad AF205486
GMO-94 Guatemala AF205513
78v6507 Argentina AF205481
CorAn9275 Argentina EF158068
CorAn9124 Argentina EF158063
79V2533 Argentina AF205490
gml902984 Panama AF205477
gml903797 Panama AF205487
75D90 Peru EF158054
72V4749 EUA AF205497
TD6-4G EUA AF205496
souel35 EUA AF205458
98V3181 EUA AF205500
Kern217 EUA EF158058
Imp1311 EUA AF205461
75v14868 EUA AF205466
VP34 EUA AF205503
MSI7 EUA EF158050
TBH-28 EUA AF205469
GHA-3 EUA EF158066
Parton EUA EF158070

47
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Figura 6. Arvore filogenética derivada de seqiiéncias do gene da proteina E de SLEV. O isolado SLEV
SJRP06/155 e o SLEV BeH203235 estdo em destaque. Os gendtipos de SLEV (I-V) foram previamente
definidos. Grupo externo: Encefalite Japonesa (acesso Genbank: M18370), Murray Valley (acesso:
AF161266) e WN (acesso: M12294). A seta indica o valor de bootstrap de 60 %, entretanto este valor ndo da

suporte a inclusdo do isolado no gendtipo V.

4.6. Analise Filogenética do OROV Acre27

O gene S do OROV Acre27 foi clonado e submetido ao seqiienciamento
nucleotidico. A andlise comparativa da seqii€ncia obtida de 453 nucleotideos (segmento 68
a 521, com base no genoma do virus BeAn1999 — acesso GenBank: AF164532) com
seqiiéncias de OROV disponiveis no GenBank (Tabela 6). A seqiiéncia nucleotidica do
OROV Acre27 mostrou 6 nucleotideos diferentes nas posi¢des 269, 318, 543, 552, 586 e
602 em relacdo ao OROV BeAn19991 (usado como controle) indicando que s@o estirpes
diferentes, porém pertencem ao mesmo gendtipo, pois ambos estdo dentro do cluster

pertencente ao gendtipo I, conforme demonstra a Figura 7.

Tabela 6. Seqiiéncias de OROV analisadas no presente estudo.

Isolado Localidade Acesso GenBank
BeAn19991 (controle positivo) Belém AF164532
BeH544552 Brasil Novo AF164546
BeArd73358 Porto Franco AF164539
BeH472204 Tocantinépolis AF164538
BeH475248 Tucurui AF164540
BeH541863 Altamira AF164544
BeH472200 Porto Franco AF164537
BeH521086 Barra do Corda AY704559
BeH543639 Belém AY704562
BeH543087 Xapuri AF164547
BeH543033 Oriximina AF164545




BeH622544 Parana EF467368
BeH504514 Desconhecido/Brasil AF164541
BeH543760 Belém AY704568
BeH543629 Belém AY704563
BeH390233 Manaus AF164536
BeH379693 Castanhal AF164534
BeH543790 Belém AY704567
BeH543638 Belém AY704564
BeH543857 Belém AY704566
BeH543733 Oriximind AY704560
BeH543745 Belém AY704561
BeH271815 Santarém AF164533
BeH543880 Belém AY704565
TRVLI76 Trinidad AF164531
Oropouche Desconhecido/Brasil AY237111
BeAn208819 Maracana AY993911
BeAn208823 Maracana AY993912
BeAn206119 Macarand AY993909
BeAn208402 Maracana AY993910
BeH381114 Belém AF164535
PPS522H669314 Desconhecido/Brasil EF467370
PPS523H669315 Desconhecido/Brasil EF467369
GML445252 Panamd AF164557
GML444911 Panamd AF164556
GML444477 Panamad AF164555
BeAn626990 Arinos AY117135
GML450093 Panama AF164558
01-812-98 Peru AF164553
DEI209 Peru AF164551
1QT4083 Peru AF164552
MDO023 Peru AF164550
IQT7085 Peru AF164554
PMOHG682426 Arinos EF467371
BeH505663 Ariquemes AF164543
PMOH682431 Desconhecido/Brasil EF467372
BeH505442 Ouro Preto d’Oeste AF164542

50
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Figura 7. Arvore filogenética derivada de seqiiéncias do gene S do OROV. O OROV Acre27 e o OROV
BeAn19991 estdo em destaque. Os gendtipos de OROV (I-III) foram previamente definidos. Grupo externo:

Simbu SAAr53 (acesso GenBank: AF362397) e Sathuperi (acesso: AB125371).
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5. DISCUSSAO

As arboviroses sdo de grande importancia para a sadde publica. No entanto, a
epidemiologia destas doencas € pouco explorada nos paises em desenvolvimento, havendo
relatos de casos em humanos durante as epidemias ou alguns estudos isolados em
humanos, animais e mosquitos (Kuniholm, Wolfe et al., 2006).

Dentre os casos de arboviroses em humanos relatados no Brasil, 95% foram
causados pelos virus DEN, ORO, MAY, ROC e YF (Vasconcelos, Travassos Da Rosa et
al., 2005).

O virus do Dengue € responsdvel por grandes epidemias urbanas que geralmente
estdo associadas a introducdo de novos sorotipos (Figueiredo, 2000; Gubler, 2002; De
Simone, Nogueira et al., 2004). O sorotipo 3 foi introduzido no Brasil, pelo Rio de Janeiro,
no ano 2000, e disseminou-se rapidamente para outros estados. Nos ultimos anos esse
sorotipo tem sido responsdvel pela maioria dos casos de Dengue Clédssica e DHFE/DSS no
pais (Nogueira, Schatzmayr et al., 2005; Vasconcelos, Travassos Da Rosa et al., 2005).
Nos anos de 2004 e 2005, o DENV-3 foi considerado o tnico sorotipo circulante no Estado
de Sao Paulo, ao contrario do que ocorria em anos anteriores, em que eram detectados
concomitantemente diferentes sorotipos (De Simone, Nogueira et al., 2004; Boletim
Epidemiolégico Paulista, 2005). Segundo os achados do presente estudo, 79% das
amostras testadas de Sao José do Rio Preto foram positivas para arbovirus, sendo a maioria
delas (98%) positiva para DENV-3, confirmando a predominancia de sua circulagdo.
Entretanto, segundo dados do Ministério da Saudde (2008), o DENV-2 circulou no
municipio entre 1998 a 2004, corroborando achados no presente estudo, pois trés amostras
testadas foram positivas para esse sorotipo, indicando que o mesmo nao deixou de circular,
em Sdo José do Rio Preto. Ademais, o sorotipo 2 foi isolado no ano de 2007 em 20% dos

casos de Dengue do estado de Sao Paulo (Secretaria de Vigilancia em Saide do Ministério
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da Saude, 2008).

Dentre as amostras positivas para DENV-3, uma apresentou co-infeccio com
DENV-2. Casos de co-infecc@o dos virus DEN-3 e DEN-2 sido relatados com freqiiéncia na
Somadlia, Taiwan, China e Brasil (Kanesa-Thasan, Iacono-Connors et al., 1994; Wang,
Chao et al., 2003; Wenming, Man et al., 2005; Araujo, Nogueira et al., 2006).

O primeiro relato de co-infec¢do por dois sorotipos do Dengue ocorreu em Porto
Rico, em 1982. A partir deste ano outros casos de co-infec¢des foram relatados, incluindo
infeccoes de DENV-1 com DENV-3, de DENV-2 com DENV-3, DENV-1 com DENV-4 e
de DENV-3 com DENV-4 (Gubler, Kuno et al., 1985; Laille, Deubel et al., 1991; Wang,
Chao et al., 2003; Araujo, Nogueira et al., 2006; Bharaj, Chahar et al., 2008). Acredita-se
que estas co-infec¢des ocorram apenas durante epidemias, onde circulam multiplos
sorotipos € onde hd uma alta prevaléncia do vetor urbano, o qual é capaz de transmitir
simultaneamente mais de um virus (Wenming, Man et al., 2005, Bharaj, Chahar et al.,
2008).

Todas as amostras de S3o José do Rio Preto testadas para arbovirus, no presente
estudo, foram consideradas positivas para DENV-3, segundo critérios clinicos e
epidemioldgicos. Dentre as 413 amostras pesquisadas por RT-PCR, 21% foram negativas
para arbovirus, incluindo DENV-3, DENV-2 e SLEV. Desta forma, durante epidemias
explosivas de Dengue nao se pode afirmar que a doenca febril apresentada pelo paciente
seja causada exclusivamente pelo virus em questdo, mas sim por outras infec¢des que
induzem sintomatologia semelhante, incluindo outras arboviroses.

No presente estudo, trabalhou-se com amostras dos meses de maio a julho de 2006,
periodo no qual é observada uma diminui¢ido no nimero de casos notificados, que coincide
com a diminuicdo da temperatura e pluviosidade na regiio de Sdo José do Rio Preto.
Assim, no més de maio foram enviadas 379 amostras com positividade de 79,4%, no més

de junho foram 28 amostras com positividade de 64,3%, e no més de junho foram seis
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amostras com 100% de positividade. Observa-se que mesmo com a diminui¢do no ndmero
de amostras enviadas, estas apresentaram um alto indice de positividade, o que € observado
durante periodos de epidemias.

Em relagdo a distribuicdo dos casos por faixa etdria, os pacientes entre 20-30 anos
foram os mais acometidos. Esta incidéncia também foi observada por outros pesquisadores
que estudavam a epidemiologia de DENV em epidemias (Scandar, Cardoso Junior et al.,
2003; Gupta, Dar et al., 2006; Ribeiro, Marques et al., 2006; Bharaj, Chahar et al., 2008)

Quanto a distribuicdo dos casos segundo o sexo, as mulheres foram as mais
acometidas pela doenca (52,8%). A explicacdo para tal fato estd relacionada a permanéncia
das mulheres nos domicilios, habitat preferencial dos mosquitos (Vasconcelos, Travassos
Da Rosa et al., 1993; Ribeiro, Marques et al., 2006).

O virus SLE encontra-se amplamente distribuido nas Américas, desde o Canada até
a Argentina (Sabattini, 1998; Burke e Monath, 2001). Ao contrdrio do que acontece nos
Estados Unidos, em paises da América Central e do Sul, a deteccdao do SLEV ¢ rara
(Sabattini, 1998), embora 5% da populagdo do norte e sudeste do Brasil apresentam
anticorpos contra o virus. Entretanto, esses dados devem ser criteriosamente analisados,
pois pode haver reacdo cruzada entre anticorpos de diferentes Flavivirus, os quais sdo
induzidos principalmente por vacinacdo contra Febre Amarela ou exposi¢des aos virus
DEN. No entanto, o SLEV pode estar circulando nestas dreas e causando infeccdes
humanas, embora a maioria delas ndo seja diagnosticada (Lopes, Sacchetta et al., 1979;
Vasconcelos, Travassos Da Rosa et al., 1998; Figueiredo, 2000).

No Brasil, os primeiros casos registrados da doenca em humanos ocorreram nos
anos de 1971 e 1978, nos quais os pacientes apresentavam sinais de ictericia e doenca
febril sem sintomas neurolégicos (Pinheiro, Leduc et al., 1981; Vasconcelos, Travassos Da
Rosa et al., 1998; Figueiredo, 2000). Em 2004, o virus foi isolado de uma moradora de Sao

Pedro (SP), a qual apresentava doenca febril semelhante a causada pelo Dengue (Rocco,
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Santos et al., 2005).

No inicio de 2005, a Argentina registrou uma epidemia causada por SLEV, na
cidade de Cérdoba, com 65,3% de pacientes positivos (Spinsanti, 2008). Concomitante a
esta epidemia, foi realizado um estudo com aves domésticas (gansos e galinhas) das dreas
urbanas préximas as residéncias de pacientes positivos para SLEV. Destas aves, 62%
foram positivas (Diaz, Re et al., 2006).

Em maio de 2005, a presenca de anticorpos contra SLEV foi investigada em aves
silvestres (residentes e migratdrias) capturadas em Iguape, SP, porém a prevaléncia nao foi
significante. No entanto, em aves capturadas em maio de 2006, houve uma alta prevaléncia
de anticorpos anti-SLEV. Os autores concluem que pode ter ocorrido uma importante
transmissdo de SLEV na regido devido, provavelmente, a re-introdu¢do do virus ou a
ativacdo do ciclo silencioso de transmissao por algum fator do meio (Suzuki, Bizordi et al.,
2006).

Neste mesmo ano de 2006, concomitante a epidemia de DENV-3, 12 casos de
SLEV foram confirmados na cidade de Sdo José do Rio Preto, sendo considerada a
primeira epidemia registrada no Brasil, com um caso de co-infeccio com o DENV-3
(Mondini, Cardeal et al., 2007 Mondini, Bronzoni et al., 2007). No presente estudo, dentre
as amostras positivas para arbovirus, seis foram positivas para SLEV, com trés casos de
co-infeccdo com DENV-3. Tais amostras positivas foram oriundas de pacientes com
doenca febril aguda, com diagndstico clinico de Dengue.

As aves migratdrias podem ser as responsaveis pela introdu¢ao do SLEV, pois além
da grande variedade de espécies presentes no Brasil, estas participam tanto da manutengao
do ciclo como da disseminagdo do virus.

O fato de SLEV ter sido causador de doenca humana serve como um alerta para os
profissionais de sadde sobre a necessidade de investigacdes clinicas e epidemioldgicas

mais completas sobre doengas febris, principalmente durante epidemias, ja que segundo
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dados presentes neste estudo, infeccdes por SLEV podem ndo ser reconhecidas ou
confundidas com o DENV, devido a sintomatologia clinica semelhante.

Dentre estas amostras positivas para SLEV, uma (SLEV SJRP06/155) foi isolada
em células C6/36 e teve o gene da proteina E parcialmente seqiienciado. Este gene codifica
a proteina de envelope viral, a qual, ao contrario da NS5, apresenta regides de
variabilidade que permitem a discriminagdo entre os sete genétipos de SLEV existentes (I-
VII), segundo classificacao de Kramer e Chandler (2001).

A andlise filogenética do segmento nucleotidico da proteina E mostrou que o SLEV
SJRP06/155 se agrupou junto aos isolados de Belém, os quais estdo classificados no
genotipo V, classificagdo esta baseada nos trabalhos de Kramer e Chandler (2001), Diaz e
colaboradores (2006) e Dos Santos (2006). No entanto, o baixo valor de bootstrap (60%)
observado na arvore filogenética ndo deu suporte para inclui-lo neste genétipo. Este baixo
valor pode ser devido a construcdo da arvore ter sido baseada em uma seqiiéncia curta de
nucleotideos (477 pb), ja que os trabalhos que definem a classificagdo em gendtipos usam
sequéncias completas do envelope viral.

Dos Santos (2006) classificou o SLEV isolado em 2004 (Rocco, Santos et al.,
2005) como sendo do gendtipo III, onde estdo incluidos virus da Argentina. O isolado de
1968 se agrupou no gendtipo II, juntamente com virus dos Estados Unidos, segundo
classificacio de Kramer e Chandler (2001). Desta forma, virus pertencentes a trés
genotipos diferentes estdo circulando no estado de Sao Paulo.

Em 2004, foi realizado, no municipio de Acrelandia, um estudo sorolégico onde
357 amostras de moradores acerca de areas rurais foram testadas para a presenca de
maldria e arbovirus pelos testes de gota espessa e inibicdo da hemaglutinacdo (HI),
respectivamente. Dentre as amostras positivas para arbovirus, 152 foram positivas para
Alphavirus (5,6%), incluindo MAYV (5%), Orthobunyavirus (5,3%), incluindo Oropouche

(1,7%) e DENYV (3,3%) (Silva-Nunes, Malafronte Rdos et al., 2006).
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Parte das amostras negativas para arbovirus testadas pelo método de HI, segundo o
trabalho citado anteriormente, foi re-testada por RT-Nested-PCR no presente estudo.
Dentre as 76 amostras, oito foram positivas para arbovirus, e cinco delas apresentaram
DENV-3, uma MAYYV e outras duas OROV. Diante do fato destas amostras terem sido
obtidas fora do periodo epidémico do Dengue, pode-se inferir que a doencga esta ocorrendo
de forma endémica na regidao rural da cidade de Acrelandia, embora dados obtidos por
Tavares-Neto e colaboradores (2004) mostram que a populacdo da regido Amazonica
apresenta baixa incidéncia de anticorpos para o virus DEN.

Andlise filogenética de seqiiéncias de DENV-3 isolados no Brasil entre os anos de
2002 e 2004 sugere que o virus circulante da regido norte do pais tenha sido introduzido
pelas ilhas do Caribe e ndo pelo Rio de Janeiro, conforme descreve Aquino e
colaboradores (2006).

No Brasil, 0o MAYV é amplamente distribuido nas regides da Amazonia, Central e
Nordeste. As epidemias de MAYV estdo limitadas as areas rurais ou dentro de florestas
onde o vetor Haemagogus janthinomys € encontrado em abundancia. Na Amazonia, o virus
¢ endémico, com altas taxas de anticorpos na populacdo (10-60%), por isso ha dificuldade
de se isolar o virus de amostras clinicas. Além disso, o periodo virémico € curto, podendo
se estender por trés dias. Primatas ndo-humanos e aves migratérias sdo importantes
disseminadores do virus, pois podem voar longas distancias, em fase virémica, em um
curto periodo de tempo (Vasconcelos et al., 1998).

Neste estudo, o isolado MAYV Acre30 de um paciente de Acrelandia confirma os
achados de Silva-Nunes (2005). Segundo o autor, este parece ser o Alphavirus de maior
circulacdo dentro do estado, embora o virus nunca tenha sido isolado de individuos do
Acre.

Desde o primeiro isolamento em Trinidad em 1955 (Anderson et al., 1961), OROV

tem sido associado com grandes epidemias nas Américas, com quinhentos mil casos
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descritos nos ultimos 45 anos (Pinheiro et al.,, 2004). O virus é conhecido por causar
epidemias urbanas explosivas, como as que ocorreram nos estados do Amazonas, Acre e
Pard, onde houve o envolvimento de milhares de pessoas, sem o registro de casos fatais
(Pinheiro, 1998). As epidemias ocorrem tanto em grandes centros como em pequenas
cidades, uma vez que o vetor (maruim) encontra-se distribuido em dreas urbanas e rurais
(Travassos Da Rosa, Rodrigues et al., 1996).

A deteccio de OROV em dois pacientes de Acrelandia, que foram previamente
considerados negativos para anticorpos anti-OROV, sem relato de uma epidemia, sugere a
ocorréncia de casos esporddicos da doenca na regido, ao contrario do que € esperado em
epidemias de OROV.

Estudos filogenéticos do gene do nucleocapsideo do OROV indicam a existéncia de
diferentes gendtipos (I, II, III) circulantes no Brasil (Nunes, Martins et al., 2005; Azevedo,
Nunes et al., 2007). No presente estudo, a amostra OROV Acre27 agrupou-se junto aos
isolados do Pard, os quais pertencem ao gendtipo I, o mais encontrado neste estado. No
Acre, tanto o genétipo I como o II ja foram descritos em epidemias (Azevedo, Nunes et al.,
2007).

No presente estudo, as amostras de Acrelandia negativas para anticorpos inibidores
da hemaglutinagdo contra arbovirus foram ensaiadas nos métodos de RT-N-PCR e
mostraram uma positividade de 11%. Tal fato pode ser explicado pela alta sensibilidade
associada a especificidade destes testes moleculares quando se relaciona o tempo de
colheita das amostras, a qual foi realizada na fase aguda da infecc¢do. Tais testes usados
para a detec¢do e identificacdo dos diferentes Alphavirus e Flavivirus, bem como o virus
ORO oriundos de amostras clinicas apresentam sensibilidade e especificidade comparaveis
aos do IV (De Morais Bronzoni, Baleotti ef al., 2005).

Por fim, cabe aos profissionais da drea de saide o conhecimento da epidemiologia

dos arbovirus, que na maioria das vezes apresentam sintomatologia semelhante ao DENV e
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por isso ndo sdo diagnosticados, principalmente, quando os sintomas ocorrem em periodos
nao epidémicos.

Faz necessdria a implementacdo de um sistema de vigilancia ativo, baseado na
prevencdo e controle de pacientes com doenca febril aguda, reservatérios, animais
domésticos e mosquitos vetores, a fim de monitorar a circulac@o no pais e evitar que ocorra

a introdug¢do ou reintrodugdo destes virus, o que poderia causar grandes epidemias.
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CONCLUSAO
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6. CONCLUSAO

Nas amostras de S@o José do Rio Preto (SP), o DENV-3 mostrou que este sorotipo
foi o predominante, entretanto a presenca de amostras positivas para o sorotipo 2 mostrou
que este ainda estava circulando no municipio.

A relacdo sexo/idade ndo foi significativa pois os pacientes positivos foram
infectados durante periodo epidémico e estavam susceptiveis ao novo sorotipo do DENV.

Além do DENV, houve a deteccdo de SLEV mostrando que este virus estd
circulando e nao estad sendo diagnosticado.

Nas amostras de Acrelandia (AC) foram detectados os virus DEN-3, MAY e ORO.
A presenga de amostras positivas para DENV-3 pode estar relacionada a circulagdo
endémica deste virus no municipio. A deteccdo do OROV mostrou que este virus circula
fora de periodos epidémicos. O MAYV que mesmo sendo o arbovirus de maior circulacdo
no estado do Acre, até o momento nao havia sido detectado.

O método molecular empregado neste estudo permitiu diagnosticar os arbovirus
DENV, SLEV, OROV e MAYV em pacientes de duas regides distintas do pais e em
condi¢des epidemioldgicas diferentes (epidemia e auséncia de epidemia).

A auséncia de outros arbovirus nas amostras testadas nao significa que estes virus
nao estejam circulando no estado e no pais. Desta forma, a vigilancia é importante a fim de
monitorar a circulacio e entrada dos arbovirus e assim evitar e/ou controlar o aparecimento

de epidemias.
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