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Resumo

Arbovirus é o acrénimo de virus transmitidos por artropodes hematéfagos. Estes
podem causar surtos importantes envolvendo animais e humanos. Arbovirus como
Dengue (DENV), Zika (ZIKV), Febre Amarela (YFV) e Chikungunya (CHIKV)
causaram epidemias importantes no Brasil nas ultimas décadas. Febre, artralgia,
mialgia, dor retroorbital, cefaleia e exantema sdo sintomas iniciais comuns de
infecgbes causadas por arbovirus. Devido a similaridade dos sintomas iniciais e do
diagnéstico baseado em aspectos clinicos, arbovirus de circulagdo menos comum
normalmente acabam nao sendo detectados. A deteccdo da circulagdo de um
arbovirus é importante para responder questdes epidemioldgicas, como sua origem e
como ocorreu sua dispersdo. Desta forma, este trabalho teve como objetivo realizar
reconstrucao filogenética do Flavivirus Encefalite de Saint Louis (SLEV), detectado
em Araraquara (SP) e Sinop (MT), como também do Orthobunyavirus Oropouche
(OROV) e de seus recombinates (OROV-like viruses), detectados no municipio de Ji-
Parana (RO). As amostras provenientes dos trés municipios foram previamente
testadas para a presenca de Flavivirus, Alphavirus e Orthobunyavirus. O RNA viral foi
obtido por dois métodos de extracdo e amplificado por PCR para posterior
sequenciamento dos amplicons gerados. Em seguida, foi feita analise filogenética de
sequéncias parciais dos genes que codificam a proteina NS5 de SLEV e o0 segmento
S de OROV/OROV-like. A reconstrucao filogenética sugere que o genétipo V de SLEV
estava circulando em Araraquara (SP) e Sinop (MT). Devido a amplificacdo apenas
do segmento S, ndo foi possivel diferenciar OROV de OROV-like viruses. O presente
estudo revela que arbovirus estdo sendo sub-detectados no Brasil, circulando de
forma silenciosa, e que a vigilancia de pacientes febris que apresentam sintomas
semelhantes aos da dengue deve abranger outros arbovirus importantes e

emergentes.

Palavras-chave: Arbovirus, SLEV, OROV, OROV-like virus e Reconstrucao

Filogenética.



Abstract

Arbovirus is an acronym of arthropod-borne viruses. They can cause important
outbreaks involving animals and humans. Arboviruses like Dengue (DENV), Zika
(ZIKV), Yellow Fever (YFV), and Chikungunya (CHIKV) have been responsible for
important epidemics in Brazil over the last decades. Fever, arthralgia, myalgia, retro-
orbital pain, headache and rash are common initial symptoms found in infections by
arboviruses. Due to the similar initial symptoms and diagnosis based on clinical
aspects, several less frequent viruses are usually not even detected. The detection of
a circulating arbovirus is important to tackle epidemiological questions, such as its
origin and how it has spread. Therefore, the aim of this study was to perform the
phylogenetic reconstruction of the Flavivirus Saint Louis Encephalitis (SLEV) that was
detected in Araraquara (SP) and Sinop (MT), as well the Orthobunyavirus Oropouche
(OROQOV) and its recombinants (OROV-like viruses) from Ji-Parana (RO). Samples from
the three cities were tested previously for the presence of Flavivirus, Alphavirus and
Orthobunyavirus. Viral RNA was extracted with two methods and amplified by PCR for
sequencing the generated amplicons. Thereafter, phylogenetic analysis were
performed using partial sequences of the genes that encoding the NS5 protein of the
SLEV and the S segment of the OROV/OROV-like. The phylogenetic reconstruction
suggests that the genotype V of SLEV was circulating in Araraquara (SP) and Sinop
(MT). Since only the S segment presented amplification, it was not possible to
differentiate OROV from the OROV-like viruses. This study reveals that arboviruses
are being under detected in Brazil showing silent circulation, and that the surveillance
in febrile patients with dengue-like symptoms should include other important and

emerging arboviruses.

Key-words: Arboviruses, SLEV, OROV, OROV-like virus and Phylogenetic

Reconstruction.
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Capitulo 1

1. Introducgéo

1.1. Arbovirus

Arbovirus séo virus transmitidos por artropodes hematéfagos (REEVES,
2001). Os artropodes séo responsaveis por transmitir mais de 17% de todas as
doengas infecciosas no mundo, causando mais de 700.000 mil mortes ao ano (KUNO
et al., 2005; WHO, 2019). A maioria dos vetores de arbovirus sdo mosquitos, que se
infectam no momento do repasto sanguineo ou por transmissao vertical (KUNO et al.,
2005). No caso de infeccdo por repasto sanguineo, esta nao necessita
necessariamente de um hospedeiro com alta viremia (HUANG; HIGGS;
VANLANDINGHAM, 2019).

A transmissao dos arbovirus aos seus vetores pode ocorrer através de dois
ciclos: urbano e silvestre (WEAVER; BARRETT, 2004). H4 mais de 500 espécies de
arbovirus, dos quais 150 causam doencas em seres humanos, cujas manifestacdes
clinicas variam desde doenca febril leve a sindromes febris neurologicas, articulares
e hemorragicas (DONALISIO; FREITAS; ZUBEN, 2017).

A Organizacédo das Nac¢des Unidas projeta que em 2050 a populacdo mundial
girara em torno de 9,6 bilhdes de pessoas (ORGANIZACAO DAS NACOES UNIDAS,
2013). Orisco de transmisséo indireta de virus, ou seja, através de vetores, aumenta
com a densidade populacional humana (BRAACK et al., 2018), além do aumento da
infestacdo (FERREIRA; CHIARAVALLOTI NETO; MONDINI et al., 2018). Outros dois
fatores que contribuem para a dispersdo mundial dos arbovirus sdo o aumento do
fluxo de individuos e de mercadorias, intensificados pela globalizac&o, e as mudancas
climaticas, que ampliam o0s nichos ecolégicos dos agentes transmissores
(CAMPBELL-LENDRUM et al., 2015).

1.2. Brasil como fonte de arbovirus
O Brasil possui uma area total de mais de 8,5 milhdes de km?, estando a maior

parte do teritorio localizada na zona climatica tropical (IBGE, 2019a). A presenca de

diferentes biomas: Amazénia, Mata Atlantica, Cerrado, Caatinga, Pampa e Pantanal,



16

contribui para riqueza em termos de fauna e flora do pais (IBGE 2019b). Um
ecossistama de grande biodiversidade acaba favorecendo a circulagdo de arbovirus,
0S quais sao mantidos no ambiente por meio de ciclos zoondticos. A populacéo
brasileira é estimada em mais de 210 milhdes de habitantes (IBGE, 2019c) e
aproximadamente 86% das pessoas vivem em areas urbanas (IBGE, 2019d), locais
gue ja foram ou ainda podem ser invadidos por transmissores de arbovirus. Até o final
da década de 90 apontava-se que haviam sido isoladas mais de 200 espécies de
arbovirus no Brasil, sendo aproximandamente 40 causadoras de doencas em
humanos (FIGUEIREDO et al., 2007; TRAVASSOS DA ROSA et al., 1998).
Disparidades regionais afetam o diagnéstico de pacientes infectados por
arbovirus no pais. A auséncia de profissionais qualificados e de equipamentos
adequados nos locais afastados dos grandes centros implica na investigacao das
doencas através da sintomatologia e de testes imunolégicos (MINISTERIO DA
SAUDE, 2016; 2017b; 2019b). Considerando que os arbovirus causam doenca febril,
diagnosticos em que ndo ha a deteccéao viral podem ser imprecisos (FIGUEIREDO,
2000). E uma vez que nao haja identificacdo de introducéo ou de circulacdo de um

arbovirus, este pode se dispersar de forma silenciosa pelo territorio.

1.3. Arbovirus emergentes

Os virus Chikungunya (CHIKV) e Zika (ZIKV) ganharam destaque no cenario
epidemioldgico brasileiro, respectivamente, em 2014 e 2015 (MINISTERIO DA
SAUDE, 2015; MLAKAR et al., 2016). Em 2016, o pais se deparou com a
reemergéncia do Virus da Febre Amarela (YFV) silvestre e enfrenta, historicamente,
epidemias de grandes propor¢des causada pelo dengue (DENV) (MINISTERIO DA
SAUDE, 2017a; MINISTERIO DA SAUDE, 2019a). A similaridade dos sintomas
iniciais das doencas dificulta a identificagcdo do agente etiolégico, principalmente em
locais onde ha a circulacao de diversos arbovirus, como € o caso do Brasil.

Flaviviridae (género Flavivirus), Togaviridae (género Alphavirus) e
Peribunyaviridae (género Orthobunyavirus) sdo as trés principais familias cujos
membros sdo causadores de importantes problemas de salde publica em humanos
(WEAVER; REISEN, 2010).
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1.4. Flavivirus

Segundo o Comité Internacional para Taxonomia de Virus (ICTV, 2018), hd o
registro de 53 espécies de Flavivirus (familia Flaviviridae). Estes séo virus de RNA de
fita simples com polaridade positiva (sSSRNA+). Uma Unica open reading frame (ORF)
com cerca de 11 kb codifica as proteinas necessérias para sua replicacdo: C
(capsideo), prM (pré-membrana), E (envelope), NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B
e NS5. A regidao codificadora das proteinas estruturais C, M e E compreende um
guarto do genoma viral. No restante do genoma estdo os genes codificadores das
proteinas ndo-estruturais; flanqueando a ORF estdo as regifes nado codificadoras
(UTRs) 5 e 3 (CHAMBERS et al.,, 1990; RICE; STRAUSS; STRAUSS, 1986;
WESTAWAY, 1987).

A proteina C é responsavel pela translocacdo da proteina prM ao reticulo
endoplasmatico para que esta seja clivada, além de formar o nucleocapsideo, o qual
envolve o material genético viral. A proteina prM sofre clivagem e gera a proteina M,
uma proteina de membrana de particulas virais maduras. A proteina E € a parte mais
externa da particula viral e, por isso, é o principal alvo de anticorpos, além de atuar
em varias etapas do ciclo de vida viral: montagem da particula, brotamento, ligacéo e
fusdo a membrana da célula hospedeira (LINDENBACH et al., 2013) (Figura 1).

NS1 é uma proteina nado-estrutural antigénica, secretada no espaco
extracelular, que neutraliza o sistema complemento e auxilia na formacdo de
imunocomplexos, além de participar da replicacdo viral. NS2A forma complexos de
replicacdo com NS3 e NS5, atua ha montagem da particula viral e inibe a resposta de
interferon. NS2B atua como co-fator para funcéo serina transferase da proteina NS3,
e também inibe a resposta de interferon. NS3 € uma proteina multifuncional: apresenta
funcdes de serina protease, RNA helicase e nucleotideo trifosfatase. NS4A e NS4B
inibbem a via de sinalizacdo de interferon. Ja a proteina NS5, tem atividade
metiltransferase e RNA polimerase dependente de RNA (LINDENBACH et al., 2013)
(Figura 1).
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Figura 1. Organizacé@o da particula viral e do genoma de Flavivirus. (A) O genoma dos Flavivirus é
constituido por uma Unica ORF (open readng frame), flanqueada por regides ndo codificadodoras
(UTRs) 5’ e 3'. A poliproteina codificada na ORF é processada em trés proteinas estruturais: capsideo
(C), membrana (M) e envelope (E), e sete ndo estruturais: NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e
NS5. (B) O RNA viral é envolvido pelo capsideo, o qual esta rodeado pelo envelope, onde estédo

incrustadas as proteinas de envelope e membrana. Fonte: Guzman et al., 2010 modificado.
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1.4.1. Virus da Encefalite de Saint Louis (SLEV)

O virus da Encefalite de Saint Louis (SLEV) pertence a familia Flaviviridae e
ao género Flavivirus, e ao sorogrupo do Virus da Encefalite Japonesa (JEV)
(CALISHER et al. 1989).

1.4.1.1. Transmissao

Aves e mosquitos do género Culex fazem parte do seu ciclo silvestre de
transmissao (REISEN, 2003). Cx. Pipiens, Cx. Quinquefasciatus, Cx. tarsalis e Cx.
Nigripalpus sdo as principais espécies transmissoras nos EUA. No México, Caribe e
na América do Sul o virus ja foi isolado de mosquitos do género Culex, incluindo Cx.
erraticus (HOYOS-LOPEZ et al., 2015), Cx. tarsalis, Cx. pipiens, Cx. nigripalpus,
(MCLEAN; BOWEN, 1980; THEILER; DOWNS, 1973) Cx. guinquenfasiatus, Cx.

interfor (DIAZ et al., 2006), e de mosquitos de outros géneros, como Mansonia
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(BERANEK et al., 2018; HOYOS-LOPEZ et al., 2015; ; HOYOS-LOPEZ et al., 2016),
Haemagogus e Sabethes (CAUSEY; SHOPE; THEILER, 1964). Também foi
demonstrada a capacidade de transmisséo por parte dos géneros Aedes, Psorophora
e Theobaldia (HAMMON; REEVES, 1943; DIAZ et al.,, 2012). As aves sé&o,
normalmente, os hospedeiros amplificadores de SLEV (REISEN et al., 2003), porém
0 virus j& foi isolado de camundongos, roedores (DE SOUZA LOPES et al., 1979),
equinos (ROSA et al., 2013) e primatas ndo-humanos (Alouatta caraya) (MORALES
et al., 2017). No ciclo urbano, os principais transmissores de SLEV também sé&o
mosquitos do género Culex (DIAZ et al., 2006; HEINEN et al., 2015). SLEV causa
epidemias em humanos anualmente nos EUA (KRAMER; CHANDLER, 2001). Nos
paises da América do Sul, o virus normalmente € isolado esporadicamente de
humanos, tendo sido responsavel por surtos na Argentina e no Brasil (CHAROSKY et
al., 1968; MONDINI et al, 2007a; PINHEIRO et al., 1981a; SPINSANTI et al., 2008).

1.4.1.2. Manifestac¢des clinicas

De acordo com o CDC (Centers for Disease Control and Prevention), menos
de 1% das infec¢des causadas por SLEV tem sintomatologia aparente. O inicio da
doenca normalmente € abrupto, podendo ocorrer febre, cefaleia, tontura, nausea e
mal-estar. Alguns pacientes se recuperam espontaneamente apods alguns dias,
porém, outros desenvolvem sinais de infeccdes do sistema nervoso central, como
rigidez do pescoco, confusdo, desorientacdo, tontura, tremores e instabilidade. As
maiores taxas de desenvolvimento de encefalite estdo entre os idosos. A proporcao
geral entre casos de fatalidade € de 5 a 15%, sendo que as chances da ocorréncia se
elevam com a idade (CDC, 2018).

1.4.1.3. Epidemiologia da doenca

SLEV foi isolado pela primeira vez durante um surto de encefalite em Saint
Louis e Kansas City, nos EUA, entre agosto e setembro de 1933. Diferentes linhagens
do virus foram isoladas de tecidos cerebrais dos oito casos letais de encefalite que
ocorreram na ocasidao. Camundongos foram inoculados com material oriundo dos

casos humanos e apresentaram sintomas caracteristicos da doenca, como tremores,
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convulsGes e prostracdo, decorrentes de lesbes no sistema nervoso central
(WEBSTER; FITE, 1933).

Até a década de 60, casos de infec¢des causadas por SLEV foram registrados
em diferentes localidades dos EUA, muitos em zonas rurais, o que acabava por
dificultar o estudo deste virus (BLATTNER; HEYS, 1945; BRODY; BROWNING, 1960;
GIDDINGS et al., 1959; HAMMON, 1941; MEIKLEJOHN; HAMMON, 1942;
LENNETTE; LONGSHORE, 1951; KUNIN; CHIN, 1957; RANZENHOFER et al., 1957;
SHINNER, 1963). No ano de 1964, SLEV foi responsavel por um surto de encefalite
em Houston, com 149 suspeitas de doenca neuroinvasiva. A infeccao foi confirmada
em 56% dos 119 pacientes que tiveram seu material biol6égico analisado. Mais de 60%
dos infectados estavam acima dos 50 anos, sendo que todos os Obitos ocorreram
nessa faixa etaria ou superior. (RIGGS; SMITH; PHILLIPS, 1965). As manifestacdes
clinicas eram parecidas com as relatadas em surtos anteriores: cefaleia, febre, vomito,
letargia, tremores (MUCKENFUSS, 1934). Entre 1955 e 1978, SLEV foi responsavel
por quase 70% dos casos de encefalite causados por arbovirus no EUA (MONATH,
1979).

Durante um surto de meningoencefalite em 1960, na cidade de Hermosillo, no
México, 51 pacientes apresentando febre, vomito, rigidez de nuca e letargia foram
hospitalizadas. O soro de 12 pacientes revelou que todos apresentavam anticorpos
contra SLEV. Entre agosto e setembro de 1974, o virus foi responsavel por outro surto
no mesmo local, afetando principalmente menores de 16 anos (GONZALEZ et al.,
1975).

O primeiro surto causado por SLEV no Canada ocorreu em cidades do Sul do
estado de Ontario, no ano de 1975 (SPENCE et al., 1977). Testes sorolégicos
confirmaram a infeccdo pelo virus em pacientes apresentando febre, cefaleia,
calafrios, mal-estar, anorexia, dor e rigidez no pescoco, mialgia, fotofobia, nausea,
voémito, sonoléncia e confusdo. A maioria dos doentes possuia mais de 40 anos. Em
1975, mais de 25 estados do norte dos EUA registraram surtos de encefalite causados
por SLEV, sendo o surto do Canada uma provavel extensdo destes ultimos
(DONOVAN; BOWMAN, 1942).

O primeiro caso de encefalite causado por SLEV na Argentina ocorreu em
1968 (CHAROSKY et al.,, 1968). Em 1971 dois casos de doenca febril com
agravamento infeccdo foram confirmados apos isolamento viral (METTLE; CASALS,

1971). Entre 1965 e 1966, um estudo sorolégico conduzido em Cordoba revelou a
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presenca de anticorpos anti-SLEV em 11% da populagdo masculina cujas amostras
foram analisadas (EVANS et al., 1971). Um paciente apresentando meningoencefalite
foi diagnosticado com infec¢do por SLEV em 1985 (DURLACH; ASTARLOA, 1985).
Spinsanti e colaboradores (2002) mostraram uma prevaléncia ainda maior de
anticorpos anti-SLEV na populagdo de homens e mulheres, mais de 13%. Em 2005
ocorreu a primeira epidemia causada pelo virus no pais (SPINSANTI et al., 2008).

O primeiro caso confirmado de infeccdo por SLEV no Brasil em humano
ocorreu em 1978, no Belém (PA) (PINHEIRO et al., 1981a). Vigilancias sorol6gicas
posteriores mostraram a presenca de anticorpos contra SLEV na populagéo das
regibes amazébnica, leste e sudeste do pais (IVERSSON, 1994; TRAVASSOS DA
ROSA, 1998). Em 2006, no municipio de Sao José do Rio Preto (SP), ocorreu o
primeiro surto causado pelo virus. Até entdo, nenhum doente havia apresentado sinais
de encefalite ou de doenca hemorragica, apenas doenca febril (MONDINI et al.,
2007a; MONDINI et al., 2007b). SLEV também foi responséavel por casos esporadicos
de infeccdo em Sé&o Paulo (SP) (MAIA et al., 2014), Ribeirdo Preto (SP) (ROCCO et
al., 2005) e Cuiaba (MT) (HEINEN et al., 2015).

1.4.1.4. Diversidade genética

Evidéncias epidemiolégicas e experimentais mostraram que linhagens de
SLEV possuiam caracteristicas biologicas diferentes umas das outras (TSAI, 1988).
Algumas dessas caracteristicas eram o aumento da neuroviruléncia e da habilidade
em causar viremia em passaros, e a capacidade de infectar mosquitos. Tais
observacOes foram relacionadas a origem geografica de cada estirpe. Analises
genéticas também revelaram que cepas selvagens se diferenciavam daquelas
isoladas durante surtos e epidemias (BOWE et al., 1980; MONATH et al., 1980;
TRENT et al., 1980).

SLEV é classificado em oito gendtipos com base em analises filogenéticas do
gene E e do genoma completo (KRAMER; CHANDLER, 2001; RODRIGUES et al.,
2010). Levando em conta as duas classificacdes, pode-se observar que 0s genotipos
| e Il circulam pela América do Norte e América Central; nesta Ultima, exclusivamente,
séo encontrados os genotipos 1V e VI e que ha América do Sul predomina a circulacéo
dos gendtipos I, V, VII e VIII (BAILLIE et al., 2008; RODRIGUES et al., 2010). No
Brasil, ja foi detectada a circulagdo dos genétipos Il (KRAMER; CHANDLER, 2001),
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Il (dos SANTOS et al., 2006), V (VEDOVELLO et al., 2015) e VIl (RODRIGUES et
al., 2010) de SLEV.

1.5. Orthobunyavirus

O género Orthobunyavirus (familia Peribunyaviridade) é composto por mais
de 170 virus, de 19 sorogrupos (CARDOSO et al., 2015; TRAVASSOS DA ROSA et
al., 2017). Estes tém material genético constituido por trés segmentos de RNA, de
diferentes tamanhos, com polaridade negativa (SSRNA-) (MURPHY; HARRISON;
WHITFIELD, 1973). Os segmentos sdo nomeados de acordo com o tamanho, sendo
S (small - pequeno), M (medium - médio) e L (large - grande).

A ORF do segmento L codifica a proteina L, com atividade RNA polimerase
dependente de RNA (RdRp). No segmento M também esta presente apenas uma
ORF, que codificada uma poliproteina, a qual sofre clivagem durante a traducéo e
gera as glicoproteinas Gn e Gc, e a proteina nao-estrutural NSm (DIETZGEN et al.,
2012). Gn e Gc séo antigénicas e responsaveis pela fusdo a membrana da célula
hospedeira (ACRANI et al., 2010; GARRY; GARRY, 2004). A funcéo da proteina NSm
pode estar relacionada a montagem da particula viral no complexo de Golgi (ELLIOTT;
SCHMALJOHN, 2013). Ha duas ORFs sobrepostas no segmento S, que codificam a
proteina do nucleocapsideo (N) e a proteina ndo-estrutural NSs (TILSTON-LUNEL et
al., 2015). O RNA viral é envolto por multiplas proteinas do nucleocapsideo, sendo
esta associacao critica para a expressao da RdRp (ARIZA et al., 2013). A proteina
NSs regula a atividade RNA polimerase dependente de RNA, atua como antagonista
de interferon e promove silenciamento génico (ELLIOTT; SCHMALJOHN, 2013)
(Figura 2).
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Figura 2. Organizacéo da particula viral e do genoma de Orthobunyavirus. O RNA dos Orthobunyavirus
é formado por trés segmentos: L (large), M (medium) e S (small). Estes sdo envoltos pelas proteinas
do nucleocapsideo e pelo envelope, onde estao incrustadas as glicoproteinas Gn e Gc. O segmento L
codifica a RNA polimease dependente de RNA (RdRp); o segmento M codifica as glicoproteinas Gn e
Gc, e a proteina NSm; o segmento S codifica as proteinas do nucleocapideo e NS. Fonte: Sakkas et
al., 2018 modificado.
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1.5.1. Virus Oropouche (OROV)

O Virus Oropouche (OROV) € um Orthobunyavirus, membro da familia
Peribunyaviridae, que pertence ao sorogrupo do virus Simbu (TRAVASSOS DA ROSA
et al., 2017).

1.5.1.1. Transmissao

Mosquitos da espécie Culicoides paraensis foram identificados como os
primeiros vetores de OROV no ciclo silvestre (ANDERSON et al.,, 1961). A
competéncia vetorial também foi comprovada por meio de testes em laboratério
(PINHEIRO et al., 1982). Apesar de o virus ter sido detectado via reacdo em cadeia
da polimerase nested (N-PCR) em mosquitos CX. quinquenfasciatus, ensaios
laboratoriais mostraram uma baixa capacidade de transmissao por parte da espécie
(CARDOSO et al., 2015). OROV também ja foi isolado de outras duas espécies de
culicideos: Cq. Venezuelensis (KARABATSOS, 1985) e Ae. Serratus (PINHEIRO et
al.,, 1962). Mamiferos e passaros séo reservatorios naturais de OROV no ciclo
silvestre. No Brasil, j& foi isolado de preguicas (Bradypus tridactylus) (PINHEIRO et
al.,, 1962), roedores (Proechimys spp.) (PINHEIRO et al.,, 1976) e primatas nao-
humanos (Callithrix sp.) (TEIXEIRA NUNES et al., 2005). Anticorpos anti-OROQV foram
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detectados em passaros domesticos e de vida livre (PINHEIRO et al., 1976). O homem
€, provavelmente, o Unico hospedeiro vertebrado no ciclo urbano de OROV
(PINHEIRO et al., 1981b). Duas espécies de mosquitos sdo encontradas com maior
frequéncia em epidemias urbanas: Culicoides paraensis e Culex quinquefasciatus
(TRAVASSOS DA ROSA et al., 2017).

1.5.1.2. Manifestacdes clinicas

A infeccdo causada por OROV gera uma doenga febril normalmente
acompanhada de cefaleia, mialgia, artralgia, mal-estar, tontura, calafrios, nausea,
vomito, fotofobia e dor retro orbital (MERCER et al., 2003; PINHEIRO; et al, 1982;
PINHEIRO; ROCHA; FREITAS, 1982; TRAVASSOS DA ROSA; VASCONCELQS,
2004). Manifestacdes neurologicas ndo sao comuns, porém, ja foram observadas no
Amazonas e em S&o Paulo (BASTOS et al., 2012; VERNAL; MARTINI; DA FONSECA,
2019). A duracéo do quadro clinico pode variar de trés a oito dias; ndao ha notificacédo
de oObitos associados a infeccdo por OROV (SAKKAS et al., 2018).

1.5.1.3. Epidemiologia da doenca

OROQV foi isolado pela primeira vez em 1955, em um trabalhador febril da
floresta de Vega de Oropouche, Trinidad e Tobago (ANDERSON et al., 1961).
Décadas depois, foi isolado pela primeira vez no Panama de doentes febris, durante
0 programa de vigilancia para dengue, na area metropolitana da cidade do Panama.
Apesar deste fato, entre 1968 e 1978, um estudo sorolégico mostrou a presenca de
anticorpos neutralizantes para OROV no soro de pacientes febris, sugerindo que o
virus ja circulava no pais antes da ocorréncia de seu primeiro isolamento (ROMERO-
ALVAREZ; ESCOBAR, 2017; SAKKAS et al., 2018; TESH, 1994; TRAVASSOS DA
ROSA et al., 2017).

OROV também foi detectado no Peru. Em 1992, durante a vigilancia para
dengue no municipio de Iquitos, na regido amazoénica peruana, o virus foi isolado do
soro de cinco doentes febris (CHAVEZ; COLAN; PHILLIPS, 1992). Em 1994, outros
dois municipios da regido amazénica do pais enfrentaram surtos causados pelo virus
(BAISLEY etal., 1998; WATTS et al., 1997), e em 2016, foi a vez de Cusco (ROMERO-
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ALVAREZ; ESCOBAR, 2017). Mais recentemente, casos de infeccdo em humanos
causados por ORQV foram detectados no Equador (WISE et al., 2018).

Testes soroldgicos indicaram que primeira epidemia causada por OROV no
Brasil ocorreu em Belém (PA), em 1961, com aproximadamente 11.000 infec¢bes
(CARDOSO et al., 2015; MOURAO et al., 2014; PINHEIRO et al., 1981b). DENV e
OROV eram considerados, respectivamente, o primeiro e o segundo arbovirus mais
prevalentes no pais até 2015, quando CHIKV e ZIKV estabeleceram transmissao no
pais (FIGUEIREDO, 2007; TILSTON-LUNEL et al., 2015). Até a década de 80, OROV
foi responsavel por infeccdes restritas ao estado do Pard (ROSA et al., 1994). Entre
1980 e 1981, o virus causou epidemias de maiores proporc¢des no pais, com mais de
100.000 casos em Manaus (AM) e Belém (PA) (TESH, 1994). Nas décadas seguintes,
casos de infeccdo ocorreram em outros estados brasileiros como Amapa, Acre,
Rondonia, Maranh&o e Tocantins (LEDUC; PINHEIRO, 1986; PINHEIRO et al. 1981b;
PINHEIRO; TRAVASSOS DA ROSA, 1994).

Nos anos 2000, OROV voltou a circular no estado do Para, causando
aproximadamente 18.000 casos de doenca febrii (AZEVEDO et al.,, 2007,
VASCONCELOS et al., 2009). O virus foi responsavel por surtos epidémicos em
diferentes cidades do Mato Grosso, Rondonia, Amazonas e Tocantins (CARDOSO et
al., 2015). O primeiro caso de infeccdo por OROV fora da regido amazobnica foi
detectado em Ribeirdo Preto (SP) em 2010, em uma paciente que retornava de
viagem a uma cidade costeira da regido nordeste, sem circulacéo conhecida de OROV
(DE SOUZA LUNA et al., 2017).

1.5.1.4. Diversidade genética e Recombinacao

Com base em analises filogenéticas do gene N, localizado no segmento S,
Saeed e colaboradores (2000a) classificaram OROV em trés genotipos (I-1l). Dez
anos mais tarde, no entanto, evidéncias mostraram a existéncia de um quarto genétipo
do virus (TRAVASSOS DA ROSA et al., 2017, VASCONCELOS et al., 2011). O
gendtipo | inclui cepas isoladas em Trinidad e Tobago e no Brasil; no gendtipo I
alocam-se cepas do Brasil e no Peru; isolados do Brasil e do Panama fazem parte do
gendtipo 1ll. O gendtipo IV é constituido de cepas isoladas apenas no Brasil
(AZEVEDO et al., 2007; TERZIAN et al., 2009; TEIXEIRA NUNES et al., 2005;
VASCONCELOS et al., 2011).
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O género Orthobunyavirus é conhecido pela diversidade de membros, que é
resultado do mecanismo de recombinagdo génica. Esta ocorre quando dois virus
infectam simultaneamente uma célula, o que pode acontecer tanto em vetores como
em hospedeiros susceptiveis a infeccdo (BRIESE; CALISHER; HIGGS, 2013;
TRAVASSOS DA ROSA et al., 2017). Jatobal (JATV) foi identificado como o primeiro
virus resultante de recombinacdo (OROV-like virus) associada a OROV (SAEED et
al., 2001). Anos depois, estudos mostraram a existéncia de outros OROV-like viruses:
Iquitos (IQTV) (AGUILAR et al., 2011), Madre de Dios (MDDV) (LADNER et al., 2014;
NAVARRO et al., 2016) e Perddes (PERDV) (TISLTON- LUNEL et al., 2015) (Figura
3).

Figura 3. Virus resultantes de recombinacgéo entre Oropouche (OROV) e outros Orthobunyavirus do
sorogrupo Simbu. ORQV: Virus Oropouche; L: segmento L; M: segmento M; S: segmento S; MDDV:
Virus Madre de Dios, M unique: segmento M UGnico. Fonte: Travassos da Rosa et al., 2017.

LOROV LOROV

MUNIQUE leNIQUH

SOROV SOROV

Madre de Dios virus Iquitos virus Perddes virus

1.6. Analise Filogenética

A filogenia € o estudo das relacdes evolutivas entre os organismos, as quais
sdo determinadas a partir de uma analise filogenética. Na virologia, a analise
filogenética é utilizada para compreender a origem e a dispersado dos virus. Através
dela é possivel, por exemplo, estabelecer relacées entre um virus e uma doenca,
determinar padrdes de trasmissdo, monitorar programas de imunizacao, reconstruir a
historia evolucionaria de epidemias, classificar novos virus (MCCORMACK;
CLEWLEY, 2002).

Numa andlise filogenética podem ser utilizadas sequéncias nucleotidicas ou

de aminoacidos (CALDART et al., 2016). A primeira etapa do processo consiste na
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organizacao das sequéncias através de um alinhamento. O objetivo deste é organizar
sitios homélogos (MCCORMACK; CLEWLEY, 2002), o que é feito por algoritmos,
implantados em diferentes softwares, inclusive de acesso livre, como ClustalW e
MAFFT (KATOH et al., 2005; THOMPSON; HIGGINS; GIBSON; 1994).

A segunda etapa constitui-se da escolha de um modelo evolutivo, também
chamado de modelo de substituicdo de nucleotideos, que avalia a frequéncia de tais
substituicdes apos o alinhamento. O melhor modelo pode ser selecionado através de
testes estatisticos, que buscam encontrar o nivel mais adequado de complexidade
considerando as sequéncias (POSADA; CRANDALL, 2001). Os mesmos Ss&o
promovidos por programas computacionais, tal qual jModelTest (POSADA, 2008;
POSADA, 2009).

Por fim, é selecionado o método estatistico para a construcdo da arvore
filogenética. Tais métodos podem ser baseados em distancia ou probabilidade. Os
meétodos de distancia convertem as sequéncias em uma matriz de dados, consistindo
das distancias genéticas entre todos os pares. Estas distancias na matriz se referem
ao numero de diferencas entre cada par de sequéncias e sao calculadas usando um
modelo evolutivo, o qual mostra como ocorreram as substituicdes de nucleotideos,
desde o ancestral comum. Uma arvore é entdo construida a partir dos dados
numéricos da matriz de distancia das sequéncias mais proximas umas das outras
(MCCORMACK; CLEWLEY, 2002). Neighbour-joining € um exemplo de método de
distancia (SAITOU; NEI, 1987). Entre os métodos probabilisticos estdo Maxima
Parcimbnia, Maxima Verossimilhanca e Inferéncia Bayesiana. Mediante a construcao
de diversas arvores que explicam os dados fornecidos pelo alinhamento, é
selecionada aquela que minimiza o niumero de etapas evolutivas (alteracfes de
nucleotideos) no primeiro caso (MCCORMACK; CLEWLEY, 2002), a mais verossimil
no segundo (FELSENSTEIN, 1981) e a posteriori no terceiro (HUELSENBECK et al.,
2001).

A confianca da analise filogenética pode ser avaliada por meio do teste de
Bootstrap. O mesmo corresponde o percentual de vezes em que um grupo se manteve
na mesma posic¢ao, considerando a criacdo de novos alinhamentos (MCCORMACK;
CLEWLEY, 2002). Este ultimo processo é repetido diversas vezes, normalmente,
1000.

Na analise filogenética dos Flavivirus, comumente sdo utilizadas sequéncias

que compreendem o gene E. Entretanto, existem regides mais conservadas do
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genoma dos mesmos, as quais estdo menos sujeitas a pressado seletiva do meio
devido as fungbes que desempenham, como é o caso da regido codificadora da
proteina NS5 (FULOP et al., 1993; RICE; STRAUSS; STRAUSS, 1986; WESTAWAY,
1987). Ja no caso dos Orthobunyavirus, sdo usadas partes de sequéncias dos trés
segmentos que compdem o seu genoma. A utilizacdo de todos se faz necesséria para
a identificacdo correta do virus, uma vez que estes podem sofrer recombinacao génica
(BRIESE; CALISHER; HIGGS, 2013; TILSTON-LUNEL et al., 2015; TRAVASSOS DA
ROSA et al., 2017).
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2. Objetivos

2.1. Geral

Avaliar a dispersdo de SLEV e de OROV/OROV-like que circularam entre
2011 e 2016 em trés municipios de trés diferentes estados brasileiros utilizando

andlise filogenética.

2.2. Especificos

- Realizar sequenciamento parcial da regido codificadora da proteina NS5 de
SLEV e dos segmentos S, L e M de OROV/OROV-like;

- Definir o gendtipo de SLEV que circulou em Araraquara (SP) e Sinop (MT);

- Avaliar a circulagdo de OROV/OROV-like com base em reconstrucdo
filogenética de partes dos segmentos S, M e L;

- Definir o gendtipo de OROV que circulou em Ji-Parana (RO).
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3. Material e Métodos

3.1. Cidades

3.1.1. Araraquara (SP)

Araraquara é uma cidade do interior do estado de Sao Paulo, localizada a 270
km da capital paulista (PREFEITURA MUNICIPAL DE ARARAQUARA, 2018) (Figura
4). O clima no municipio € considerado tropical de altitude, com chuvas no verdo e
seca no inverno. As temperaturas médias anuais variam de 15 a 28°C, com
precipitacdes médias entre 24 e 245 mm. Os meses de dezembro, janeiro e fevereiro
apresentam os maiores indices pluviométricos (CEPAGRI, 2017).

O municipio € considerado um dos mais desenvolvidos do Brasil em termos
de qualidade de vida, devido aos seus indices de saude, renda e educacao.
Estimativas do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) apontavam uma
populacdo de 233.744 habitantes no ano de 2018 (IBGE, 2018a). Na cidade
encontram-se empresas de diversos setores, tal qual aeronautico, de agronegaocios,
alimentos/bebidas, atacado, distribuicdo, logistica, metal mecéanico, farmacéutico,
energia, téxtii e tecnologia da informacdo (PREFEITURA MUNICIPAL DE
ARARAQUARA, 2018). Uma grande gama de universidades também esta presente
no municipio. O fato de Araraquara estar no centro do estado de Sao Paulo e de
possuir um elevado fluxo de individuos, gracas a presenca das mais diversas

industrias e de universidades, acaba por torna-la um potencial polo de disperséo viral.

3.1.2. Ji-Parana (RO)

Ji-Parana esté localizada a leste do estado de Rondbnia, a aproximadamente
320 km da capital Porto Velho (Figura 4). O clima da cidade é quente e Umido, com
24°C de temperatura média anual (PREFEITURA MUNICIPAL DE JI-PARANA, 2018).

Em 2018, sua populacédo foi estimada em 127.907 habitantes (IBGE, 2018b).
A ocupacdo da regido se deu gracas a migracdo populacional para o trabalho na
extracdo do latex e no garimpo (PREFEITURA MUNICIPAL DE JI-PARANA, 2018).
Por fazer parte da regido Amazodnica brasileira, Ji-Parana pode ser considerada um

ponto de circulacdo dos mais variados arbovirus.
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3.1.3. Sinop (MT)

Sinop esté localizada ao norte do estado do Mato Grosso, a cerca de 500 km
de Cuiabé (Figura 4). O clima no municipio é tropical, quente e imido, sendo o inverno
seco e o0 verdo chuvoso. As temperaturas anuais médias ficam entre 27 e 33°C. A
precipitacdo média anual é de 1.900 mm (SINOP EM DADOQOS, 2018c).

A cidade apresenta alto indice de desenvolvimento municipal e qualidade de
vida para a populagdo, estimada em mais de 139.935 habitantes em 2018 (IBGE,
2018c). Situada em meio a rodovia BR-163, Sinop esta a 1.400 quilébmetros do Porto
de Santarém, no Par4d. O municipio conta com empresas de diferentes segmentos,
como servigos, comeércio, saude, educacdo, agropecuaria e madeira. Sinop é
considerada a porta de entrada para a Amazobnia Mato-Grossense (PREFEITURA
MUNICIPAL DE SINOP, 2018). A localizacédo privilegiada as margens da rodovia de
maior extensdo do Brasil aliada a movimentacdo de individuos, e a proximidade da

regido Amazonica sao fatores propiciam a circulacéo de arbovirus no local.

Figura 4. Representacdo cartografica da localizacdo de Araraquara (SP), Ji-Parana (RO) e Sinop (MT)

no territorio brasileiro.
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3.2. Representacdo cartografica da localizacdo de Araraquara (SP), Ji-
Parana (RO) e Sinop (MT)

A representacdo cartografica dos trés municipios foi feita com o software de
distribuicdo gratuita QGIS (https://www.qgis.org/pt_BR/site/). Os dados geogréficos
utilizados estdo disponiveis no Nucleo de Economia Regional e Urbana da
Universidade de Sao Paulo — NEREUS (http://www.usp.br/nereus/?dados=Dbrasil).

3.3. Amostras

As amostras utilizadas neste trabalho foram coletadas durante trés estudos
independentes de vigilancia viral em Araraquara (SP), Ji-Parana (RO) e Sinop (MT).
Em todos os municipios ja havia um histérico da circulacdo de DENV, CHIKV e ZIKV
(CVE, 2019; GOVERNO DO ESTADO DE RONDONIA, 2015 — 2019; GOVERNO DO
ESTADO DE MATO GROSSO, 2016 — 2017).

A presenca de arbovirus nas amostras foi confirmada através de reacdes de
Multiplex-N-PCR (M-N-PCR) para Alphavirus, Flavivirus e Orthobunyavirus (DE
MORAIS BRONZONI et al., 2005) durante as trés vigilancias. Um total de 18
espécimes biologicos foram selecionados, incluindo material proveniente de
culicideos fémeas da espécie Cx. quinquefasciatus (Tabela 1), que foram

armazenados a -80°C até a analise.
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Tabela 1. Identificagdo das amostras utilizadas no trabalho, ressaltando local de origem, tipo de
material, ano de coleta e resultado de detecgéo viral prévia.

. Local de _ Ano de Deteccao viral
Identificacéo _ Tipo de amostra _

origem coleta prévia*
Jio4 Ji-Parana Soro 2013 OROV/OROV-like
Jil2 Ji-Parana Soro 2013 OROV/OROV-like
Jil3 Ji-Paranéa Soro 2013 OROV/OROV-like
Jil4 Ji-Parana Soro 2013 OROV/OROV-like
Jil5 Ji-Paranéa Soro 2013 OROV/OROV-like
Jil6 Ji-Paranéa Soro 2013 OROV/OROV-like
Jil7 Ji-Parana Soro 2013 OROV/OROV-like
Jil8 Ji-Parana Soro 2013 OROV/OROV-like
Ji19 Ji-Parana Soro 2013 OROV/OROV-like
Ji20 Ji-Parana Soro 2013 OROV/OROV-like
Ji22 Ji-Parana Soro 2013 OROV/OROV-like
Ji45 Ji-Parana Soro 2013 OROV/OROV-like
Ji49 Ji-Parana Soro 2013 OROV/OROV-like
H278 Araraquara Soro 2016 SLEV
H279 Sinop Soro 2011 SLEV
H815 Sinop Soro 2015 SLEV
H835 Sinop Soro 2015 SLEV

Pool de mosquitos

Arl7 Sinop fémea Culex 2014 SLEV

quinquefasciatus

SLEV: Virus da Encefalite de Saint Louis; OROV: Virus Oropouche; OROV-like: Virus resultantes de
recombinacdo entre OROV e outros Virus do género Orthobunyavirus. (*) Detec¢do através de

metodologia proposta por de Morais Bronzoni e colaboradores (2005).

3.4. Avaliacéo ética

Os protocolos do estudo foram aprovados pelos comités de ética da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara — FCF UNESP (CAAE:
27464814.4.0000.5426/CAAE: 27491214.2.0000.5426) e da Universidade Federal do
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Mato Grosso — UFMT Campus Universitario de Sinop (128/CEP-HUJM/2011 e

288.172/2013) e incluiam a abordagem presente nesse estudo.

3.5. Isolamento viral

O isolamento viral foi realizado em seis amostras de Ji-Parand positivas para
OROV/OROV-like: Ji15, Jil7, Jil18, Ji20, Ji22 e Ji49. A primeira passagem viral em
células C6/36 de Aedes albopictus foi realizada em placas com 12 pocos. Quando as
células atingiram confluéncia de aproximadamente 80%, a infec¢ao foi realizada com
10 pL da amostra de interesse, diluida em 200 pL de meio de cultura L-15 (Leibovitz,
Cultilab, Brasil) sem adicdo de soro fetal bovino (SFB), deixando-se apenas o
suficiente para cobrir totalmente o tapete celular e garantir a adsorgéo viral. A placa
foi incubada a 28°C (Diagtech DT-6150C, Brasil), onde permaneceu por duas horas,
para garantir a maxima adsorcdo as ceélulas. Posteriormente, adicionou-se 2 mL de
meio L-15, complementado com 1% de SFB e mantida em estufa a 28°C por cinco
dias, com supervisdo diaria para checagem de potenciais efeitos citopaticos. Os
sobrenadantes foram aliquotados em tubos de polipropileno de 1,5 mL e armazenados
a -80°C. A passagem em célula posterior ocorreu como descrito anteriormente,

adicionando-se 200uL do sobrenadante da primeira passagem (FIGUEIREDO, 1990).

3.5.1. Extracdo de RNA viral dos sobrenatantes

O RNA viral foi extraido dos sobrenadantes utilizando-se Trizol® (Thermo
Fisher, EUA), segundo orientac¢des do fabricante. Um volume de 750 uL de Trizol® foi
adicionado a 250 uL da amostra em um tubo de polipropileno de 1,5 mL para que
ocorresse a lise celular, e a integridade do RNA liberado fosse mantida frente as
RNAses. O material foi entdo agitado por inversdo durante 15 segundos e incubado
em temperatura ambiente (TA) por cinco minutos. Com a adi¢éo de 20 uL do solvente
organico cloroformio, ha desnaturacdo de contaminantes proteicos, 0s quais se
tornaram insollveis na fase aquosa, onde permanece o RNA. Novamente, a solucao
foi homogeneizada durante 15 segundos (Scientifica Advanced IR Vortex Mixer - ZX4)
e mantida em TA por 10 minutos. A fase organica e superior da solucéo trifasica, que

contém o RNA total da amostra, foi entdo transferida para um novo tubo de 1,5 mL,
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com a adicéo de 500 uL de isopropanol a -20°C, para precipitacdo do RNA. A solugéo
foi homogeneizada, mantida em TA por 10 minutos e centrifugada (HERMLE - Z 216
MK) a 12.000 rcf, a 4°C por cinco minutos. O sobrenadante foi desprezado por
inversao e foram adicionados 1.000 uL de etanol 75% a -20 °C, o qual promove a
agregacdo das moléculas de RNA, fazendo-as precipitar. A solucao foi
homogeineizada e centrifugada a 7.500 rcf a 4°C por cinco minutos. Os passos
anteriores foram repetidos para garantir a purificacdo do RNA. Apos o descarte do
sobrenadante, o pellet formado permaneceu em TA para volatilizagdo de etanol
residual. O RNA foi entdo ressuspendido em 40 puL de agua livre de DNAase e RNAase
(Sigma-Aldrich, EUA).

3.6. Extracao de RNA viral das amostras clinicas

A extracdo do RNA viral de amostras clinicas foi feita com QlAamp Viral RNA
Mini Kit (QIAGEN, Alemanha), segundo orientacdes do fabricante. Resumidamente,
140 uL da amostra clinica foram adicionados a 560 uL de tampédo AVL e RNA carrier
para inicio da lise e liberagcdo de RNA. A amostra sofre primeiramente lise, devido as
condicBes denaturantes do tampéo AVL, que inativa RNAses e garante o isolamente
do material genético viral. O RNA carrier aumenta a afinidade do RNA viral a
membrana fornecida pelo fabricante e limita a acdo de atividade de RNAse residual.
A solucao foi homogeneizada durante 15 segundos (Scientifica Advanced IR Vortex
Mixer - ZX4) e depois incubada por 10 minutos em TA. Foram adicionados 560 uL de
etanol 100% (Emsure, Merck-Millipore/EUA), seguidos de homegeneizacdo por 15
segundos e centrifugacédo a 6.000 x g (Eppendorf 5418R). O etanol é utilizado para
precipitacdo do RNA, garantindo recuperacdo do material genético nos passos
seguintes. Posteriormente, 630 uL da solucao resultante foram aplicados a membrana
de silica e tubo coletor fornecidos pelo fabricante, que depois foi centrifugado a 6.000
X g por um minuto, havendo descarte do sobrenadante. O passo anterior foi repetido
para garantir a adsorcdo do RNA, e para que proteinas e outros contaminantes que
pudessem inibir processos posteriores nao ficassem retidos na coluna. As lavagens
com 500 plL de tampédo AW1, e centrifugacao a 6.000 x g por um minuto, e com 500
uL de tampédo AW2, centrifugacdo a 20.000 x g por 3,5 minutos, aumentam

significativamente a pureza do RNA e garantem a remoc¢do de contaminantes, sem
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afetar a afinidade deste & membrana. Por fim, 60 uL de tampdo AVE foram
adicionados a membrana para a liberacdo do RNA, sendo esta transferida para tubo
de polipropileno de 1,5 mL, com posterior centrifugagcao a 6.000 x g. O tampéo AVE
possui 0,04% de azida sodica em &gua livre de RNAses para prevenir possiveis
contaminacdes microbianas. O RNA foi estocado a -80 °C para analises posteriores.

3.7. Pool de mosquitos Culex quinquefasciatus

A coleta, bem como a extracdo do RNA viral do pool de mosquitos contendo
uma fémea da espécie Culex quinquefasciatus utilizado neste trabalho, foram feitos
pela Prof?. Roberta Vieira de Morais Bronzoni, da Universidade Federal do Mato
Grosso (UFTM — Campus Sinop). A coleta foi feita durante a vigilancia de
flebotomineos conduzida no municipio de Sinop (MT) (THIES eu al., 2016). Para a
captura, foram utilizadas armadilhas luminosas do CDC das seis horas da manha as
sete horas da noite, durante trés noites consecutivas ao més, em 12 locais diferentes
de Sinop. Todo o trabalho de campo ocorreu de maio de 2014 a 2015. Os mosquitos
adultos foram identificados de acordo com a morfologia e agrupados de acordo com
a espécie, 0 género e os locais de coleta. O RNA viral foi extraido utilizando-se o
reagente Trizol® (Thermo Fisher, EUA), conforme orientacbes do fabricante. O
material foi entdo transportado até Araraquara (SP), onde foi estocado a -80 °C para

analises posteriores.

3.8. Amplificacao parcial do genoma viral para sequenciamento

3.8.1. RT-N-PCR com primers espécie-especificos para SLEV

A amplificacdo parcial da regido codificadora da proteina NS5 para
sequenciamento e posterior andlise filogenética foi realizada utilizando a metodologia
de de Morais Bronzoni (2005).

A reacdo em cadeia da polimerase de transcricao reversa (RT) foi realizada
com 8,0 uL de RNA viral, 4,0 uL de tampéao 5X (250 mM Tris-HCI [pH 8.3], 375 mM
KCI, 15 mM MgCl2), 1,4 uL de DTT (Ditiotreitol) (0,1 M), 1,6 uL da solugcédo de dNTPs
(Desoxirribonucleotideos) (2,5 mM), 1,0 uL de primer FG2 (15 uM) (Tabela 2), 0,5 uL
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de inibidor de ribonuclease (RNaseOUT - Thermo Fisher, EUA), 1,0 uL de enzima
transcriptase reversa (M-MLV Reverse Transcriptase - Promega Corporation, EUA)
mais o volume de agua livre de DNAase e RNAase (Sigma-Aldrich, EUA) necessério
para completar 20 uL. A solucéo foi incubada em termociclador T100 (Bio-Rad, EUA)
a 50°C por 50 minutos e 70°C por 15 minutos.

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi feita com 8,0 uL do produto da
RT, 5,0 uL de tampéao 10X concentrado (200 mM Tris-HCI [pH 8.4], 500 mM KCI), 2,0
uL de MgClz (50 mM), 2,5 uL da solugao de dNTPs (2,5 mM), 1,0 uL de primer FG1
(15 uM) (Tabela 2), 0,2 uL de enzima Taq Polimerase (GoTaq Flexi DNA Polymerase
- Promega Corporation, EUA) e agua livre de DNAase e RNAase (Sigma-Aldrich, EUA)
para completar 50 uL. A solucéo foi incubada a 94° por um minuto e depois, a 94° por
um minuto, 53°C por um minuto, 72°C por dois minutos durante 30 ciclos e, 72°C por

cinco minutos.

Tabela 2. Primes utilizados nas reacfes de RT-PCR para amplificacdo parcial da regido codificadora

da proteina NS5 de Flavivirus.

Primer Sequéncia Amplicon (pb)

FG1 (+) TCAAGGAACTCCACACATGAGATGTACT

1.000
FG2(-) GTGTCCCATCCTGCTGTGTCATCAGCATACA

(+): foward; (-): reverse; pb: pares de base.

A N-PCR foi feita com 3,0 puL do produto da RT, 5,0 uL de tampdo 10X
concentrado (200 mM Tris-HCI [pH 8.4], 500 mM KCI), 2,0 uL de MgCl; (50 mM), 2,5
uL da solugdo de dNTPs (25 mM), 1,0 uL de primer nSLE (15 uM) (Tabela 3), 0,2 uL
de enzima Taq Polimerase (GoTaq Flexi DNA Polymerase - Promega Corporation,
EUA) e agua livre de DNAase e RNAase (Sigma-Aldrich, EUA) para completar 50 pL.
A solucéo foi incubada a 94° por um minuto e depois, a 94° por um minuto, 53°C por

um minuto, 72°C por dois minutos durante 25 ciclos e, 72°C por cinco minutos.
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Tabela 3. Primer utilizado na reacdo de RT-N-PCR para amplificacdo parcial da regido codificadora da
proteina NS5 de SLEV.

Primer Sequéncia Amplicon (pb)

NSLE (-) ATTCTTCTCTCAATCTCCGT 232

(+): foward; (-): reverse; pb: pares de base.

3.8.2. RT-N-PCR com primers espécie-especificos para virus
OROV/OROV-like

Foram feitas reacOes de RT-N-PCR para amplificacéo parcial do segmento S
de virus OROV/OROV-like (TERZIAN et al., 2011).

A RT-PCR foi feita com 8,0 uL de RNA viral, 4,0 uL de tampéo 5X (250 mM
Tris-HCI [pH 8.3], 375 mM KClI, 15 mM MgClI2), 1,4 uL de DTT (Ditiotreitol) (0,1 M), 1,6
uL da solugao de dNTPs (Desoxirribonucleotideos) (25 mM), 1,0 uL de primer C2ORO
(15 uM) (Tabela 4), 0,5 uL de inibidor de ribonuclease (RNaseOUT - Invitrogen, EUA),
1,0 uL de enzima transcriptase reversa (Superscript Il Reverse Transcriptase - Thermo
Fisher, EUA/ M-MLV Reverse Transcriptase - Promega Corporation, EUA) mais o
volume de agua livre de DNAase e RNAase necessario para completar 20 uL. A
solucdo foi incubada em termociclador T100 (Bio-Rad, EUA) a 50°C por 50 minutos e
70°C por 15 minutos.

Na PCR foram adicionados 8,0 uL do produto da RT, 5,0 uL de tampé&o 10X
concentrado (200 mM Tris-HCI [pH 8.4], 500 mM KCI), 2,0 uL de MgCl; (50 mM), 2,5
uL da solugéo de dNTPs (2,5 mM), 1,0 uL de primer SIORO (15 uM) (Tabela 4), 0,2
uL de enzima Taq Polimerase (GoTaq Flexi DNA Polymerase - Promega Corporation,
EUA) e agua livre de DNAase e RNAase para completar 50 pL. A solucéo foi incubada
a 94° por um minuto e depois, a 94° por um minuto, 53°C por um minuto, 72°C por
dois minutos durante 30 ciclos e, 72°C por cinco minutos.

A N-PCR foi feita com 3,0 uL do produto da RT, 5,0 uL de tampdo 10X
concentrado (200 mM Tris-HCI [pH 8.4], 500 mM KCI), 2 uL de MgCl2 (50 mM), 2,5 uL
da solucéo de dNTPs (25 mM), 1,0 uL de primer C1ORO (15 uM) (Tabela 4), 0,2 uL

de enzima Tag Polimerase (GoTaq Flexi DNA Polymerase - Promega Corporation,
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EUA) e agua livre de DNAase e RNAase para completar 50 pL. A solucao foi incubada
a 94° por um minuto e depois, a 94° por um minuto, 53°C por um minuto, 72°C por

dois minutos durante 25 ciclos e, 72°C por cinco minutos.

Tabela 4. Primes utilizados nas reacdes de RT-N-PCR para amplificacdo parcial do segmento S de
OROV/OROV-like.

_ _ Amplicon
Primer Sequéncia
(pb)
S10RO (+) GAA GCT AGA TAC GGA CAA GTG CTC AAT GC
C20RO (-) CCAGAG TGCCTACAGCCTC 500

C10RO (-) CTCTTACAG CAACTATCTCTT CACG

(+): foward; (-): reverse; pb: pares de base.

3.8.3. Amplificacéo parcial dos segmentos M e L

Com a finalidade de comprovar a infeccdo por OROV e ndo por um virus
resultante de recombinacdo deste (OROV-like) com outro Orthobunyavirus, foram
feitas reacfes de RT-N-PCR com primers especificos para os segmentos M e L de
OROV.

3.8.3.1. RT

A primeira etapa da RT foi feita com 10,5 uL de RNA viral, 2,0 uL de random
primer (50 ng/uL) (Thermo Fisher, EUA) e 1,0 uL de solugdo de dNTP
(Desoxirribonucleotideos) (10 mM). A solucgéo foi entdo incubada em termociclador
Applied Biosystems (Thermo Fisher, EUA) a 65°C por cinco minutos e 4°C por cinco
minutos. A segunda etapa da reacao consistiu no acréscimo de 4,0 uL de tampé&o 5X
(250 mM Tris-HCI [pH 8.3], 375 mM KCI, 15 mM MgCI2), 1,0 uL de DTT (Ditiotreitol)
(0,1 M), 0,5 pL de inibidor de ribonuclease (RNaseOUT - Thermo Fisher, EUA) e 1,0
uL de enzima transcriptase reversa (M-MLV Reverse Transcriptase - Thermo Fisher,
EUA). A solugéo foi entdo incubada a 25°C por cinco minutos, a 50°C por 60 minutos

e 70°C por 15 minutos.
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3.8.3.2. PCR com primers espécie-especificos para OROV

Na PCR do segmento M foram adicionados 5,0 uL do produto da RT, 5 uL de
tampao 10X concentrado (200 mM Tris-HCI [pH 8.4], 500 mM KCI), 1,5 uL de MgCl:
(50 mM), 1,0 pL da solugéo de dNTPs (10 mM), 1,0 uL de primer M_107_F (10 uM),
1,0 uL de primer M_935 R (10 uM) (Tabela 5), 0,2 uL de enzima Platinum Taq
Polimerase (Thermo Fisher, EUA) e agua livre de DNAase e RNAase para completar
50 uL. A solucéo foi incubada a 94° por dois minuto e depois, a 94° por 30 segundos,
50°C por 30 segundos, 72°C por um minutos durante 40 ciclos e, 72°C por sete
minutos.

Na PCR do segmento L foram adicionados 5,0 uL do produto da RT, 5 uL de
tampé&o 10X concentrado (200 mM Tris-HCI [pH 8.4], 500 mM KCI), 1,5 uL de MgCl>
(50 mM), 1,0 uL da solucdo de dNTPs (10 mM), 1,0 uL de primer L_56_F (10 uM), 1,0
uL de primer L_599 R (10 uM) (Tabela 5), 0,2 uL de enzima Platinum Taqg Polimerase
(Thermo Fisher, EUA) e agua livre de DNAase e RNAase para completar 50 uL. A
solucéao foi incubada a 94° por dois minuto e depois, a 94° por 30 segundos, 55°C por

30 segundos, 72°C por um minutos durante 40 ciclos e, 72°C por sete minutos.

3.8.3.3. N-PCR com primers espécie-especificos para OROV

Na N-PCR do segmento M foram adicionados 3,0 uL do produto da PCR, 5
uL de tampé&o 10X concentrado (200 mM Tris-HCI [pH 8.4], 500 mM KCI), 1,5 uL de
MgCl> (50 mM), 1,0 uL da solugéo de dNTPs (10 mM), 1,0 uL de primer M_125 F (10
uM), 1,0 uL de primer M_561_R (10 uM) (Tabela 5), 0,2 uL de enzima Platinum Taq
Polimerase (Thermo Fisher, EUA) e agua livre de DNAase e RNAase para completar
50 pL. A solucéo foi incubada a 94° por dois minuto e depois, a 94° por 30 segundos,
46°C por 30 segundos, 72°C por 30 segundos durante 30 ciclos e, 72°C por sete
minutos.

Na N-PCR do segmento L foram adicionados 5,0 uL do produto da RT, 5 uL
de tampéao 10X concentrado (200 mM Tris-HCI [pH 8.4], 500 mM KCI), 1,5 uL de MgCl>
(50 mM), 1,0 uL da solugéo de dNTPs (10 mM), 1,0 uL de primer L_174_F (10 uM),
1,0 uL de primer L_599 R (10 uM) (Tabela 5), 0,2 uL de enzima Platinum Taq
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Polimerase (Thermo Fisher, EUA) e agua livre de DNAase e RNAase para completar
50 puL. A solucéo foi incubada a 94° por dois minuto e depois, a 94° por trinta segundos,
05°C por 30 segundos, 72°C por 30 segundos durante 30 ciclos e, 72°C por sete

minutos.

Tabela 5. Primes utilizados nas rea¢es de N-PCR para amplificagdo dos segmentos M e L de OROV.

Primer Sequéncia Amplicon
(pb)

OROV_L_599_R (+) TCA ATC CAT GGC AAT GTC ATT GT
OROV_L_174 F (+¥) CTG CAAAYC TTG AGT AYA GAA ATG ATG

OROV_L 56_F (+)  TTG CTC AAC CAR TAT CGR AAT AGG AT
OROV_M_935_R (-) CAC ATC TGT CTAGCT TTG CTT AG 800
OROV_M_561_R (-) TTG TCK AAA GCA TGC ATG GAATT
OROV_M_125_F (+) GGT AAC CTY TTY AAG GAG ATG A
OROV_M_107_F (+) GAC CGC TGT TTY GCT GG

(+): foward; (-): reverse; pb: pares de base.

3.9. Eletroforese em gel de agarose 1%

Géis de agarose 1%, acrescidos de brometo de etidio (Promega Corporation,
EUA) na concentracdo de 0,00001%, foram utilizados para visualiza¢do dos produtos
de PCR. Utilizou-se o tampéo Tris-Borato-EDTA (TBE) concentrado 10X, preparado
com 108 g de tris base (Kasvi, Brasil), 55g de acido borico (Sigma Aldrich, EUA), 7,44
g de acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) dissédico (Kasvi, Brasil), dissolvidos
em agua ultra-pura em quantidade suficiente para completar 1L para solucfes de TBE
1X. Entretanto, para a preparacdo do gel, utilizou-se TBE concentrado 1X, com a
guantidade de agarose (Kasvi, Brasil) para atingir a concentracdo de 1%. ApOs
polimerizagdo, foram aplicados 10 uL de produto das reacdes de RT-N-PCR,
acrescidos de marcador de corrida Blue Juice (Thermo-Fisher, EUA). Utilizou-se
marcador molecular de 100 bp (Thermo-Fisher, EUA) para verificdo do tamanho dos
produtos de PCR. A corrida ocorreu em cuba de eletroforese (BIO-RAD, EUA), a 100

V por 60 minutos.
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3.10. Purificagéo dos produtos de PCR para sequenciamento

Os produtos das reagfes de RT-PCR foram purificados para remog¢ao de sais
e desoxinocleotideos que podem interferir nas aplicac6es posteriores. Para tanto,
adicionou-se acetato de sédio 3 M (pH 5,2) (V/V) e trés volumes de etanol absoluto
(Merck, Alemanha) a -20°C. Apds homogeneizacao, a solucéo foi transferida para tubo
de 1,5 mL e incubada por uma hora a -80°C. Em seguida, o material foi centrifugado
a 22.000 x g por 20 minutos a 4°C e o sobrenadante foi descartado. Foram
adicionados 100 pL de etanol 70% a -20 °C e, posterior centrifugagcéo a 22.000 x g por
20 minutos a 4°C. O material foi colocado a temperatura ambiente sobre papel
absorvente para que houvesse volatilizagcdo do etanol remascente. Os pellets foram
ressuspendidos em 20 uL de agua livre de DNAase e RNAase (SAMBROOK;
RUSSEL, 2001). A concentracdo dos acidos nucleicos foi mensurada no NanoDrop

(Thermo Fisher, EUA) para otimizag&o da reagdo de sequenciamento.

3.11. Marcacao dos produtos de PCR para sequenciamento

Para a incorporacédo de fluoréforos as diferentes bases nitrogenadas dos
produtos de PCR utilizou-se BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Thermo
Fisher, EUA). Resumidamente, 4,0 uL de BigDye Terminator 3.1 Ready Reaction Mix,
2,0 uL de tampéo de sequenciamento 5X, 3,2 uM de primer de interesse (Tabelas 2 e
4), o produto de PCR purificado na quantidade recomendada (1 a 20 ng, dependendo
do tamanho do produto de PCR) e agua livre DNAase e RNAase para completar 20
uL. Os produtos foram incubados em termociclador T100 (Bio-Rad, EUA)/ Applied
Biosystems (Thermo Fisher, EUA), por 96°C por um minuto durante um ciclo, a 96°C
por 10 segundos, 50°C por cinco segundos e 60°C por quatro minutos durante 25

ciclos, a 60°C por cinco minutos e mantidos a 4°C.
3.12. Purificacdo dos produtos de sequenciamento
Os produtos do sequenciamento foram purificados utilizando-se BigDye

XTerminator™ Purification Kit (Thermo Fisher, EUA), de acordo com as

recomendagbes do fabricante. A metodologia comercial elimina reagentes do
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sequenciamento como sais, corantes ndo incorporados e desoxinucleotideos,
prevenindo sua entrada na reacdo de sequenciamento. Desta forma, 4,5 uL da
solugédo SAM e 10 uL da solucdo de BigDye XTerminator, foram adicionados a reagao
de BigDye. O material foi homogeneizado em agitador (Kasvi K40-10208) por 30
minutos a 19.000 x g e, ao final, foram centrifugados a 1.000 x g por dois minutos.
Alternativamente, foi utilizada metodologia ndo comercial para eliminacao de
elementos que podem prejudicar as aplicagdes posteriores (SAMBROOK; RUSSEL,
2001). As reac0Oes de BigDye foram transferidas para tubos de 1,5 mL, aos quais foram
adicionados 5 uL de EDTA (125 mM) e 60 uL de etanol absoluto a -20°C Os tubos
foram entdo agitados trés vezes por inversao e incubados em TA, por 15 minutos.
Posteriormente, o material foi centrifugado a 19.000 x g durante 20 minutos a 4°C. Os
sobrenadantes foram descartados e foram adicionados 60 uL de etanol 70% a -20°C.
ApoOs nova centrifugacdo a 19.000 x g durante 10 minutos a 4°C e descarte do
sobrenadante, o material foi protegido da luz enquanto ocorria a evaporacao de
gualquer solvente residual, que pudesse comprometer as aplicacdes posteriores. O
material foi entdo ressuspendido em 10 mL de formamida Hi-Di (Applied Biosystems,
EUA), desnaturadas a 95°C por 5 minutos e incubadas em gelo por 2 minutos,

imediatamente antes da reacédo de sequenciamento.

3.13. Sequenciamento

O sequenciamento foi realizado pelo método descrito por Sanger e
colaboladores (1977) em ABI Prism 3100 (Applied Biosystems, EUA). A qualidade das
sequéncias foi avaliada no Sequence Scanner Software (Applied Biosystems), no
Sequencher (http://www.genecodes.com/) e no Accelrys Gene 2.5 (Accelrys, USA).
Os eletroferogramas foram visualizados no software de distribuicdo gratuita BioEdit
(http:/mww.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html).

3.14. Confirmacéo pelo BLAST
Todas as sequéncias obtidas no trabalho foram verificadas com Basic Local

Alignment Search Tool (BLAST - https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), uma

ferramenta que encontra regibes de similaridade entre sequéncias biolégicas. O
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programa compara sequéncias de nucleotideos ou proteinas em bases de dados e

calcula a significancia estatistica.

3.15. Alinhamento

O algoritmo selecionado para o alinhamento foi o de Needleman-Wunsch,
implantado no software de distribuicao gratuita MAFFT
(https://mafft.cbrc.jp/alignment/software/). O mesmo € comumente utilizado em
alinhamentos do tipo global, em que ha comparacao das sequéncias em toda a sua
extensdo. O algoritmo faz uso de um sistema de pontuacdo em caso de nucleotideos
iguais e diferentes, e de espacamentos (gaps). Como resultado final, tem-se o
alinhamento de pontuagdo maxima (NEEDLEMAN; WUNSCH, 1970; CHUA; FOO,
2017).

3.15.1. Dataset

Para o alinhamento foram selecionadas 33 sequéncias parciais do gene
codificador da proteina NS5 de SLEV no GenBank
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/genbank. Foram escolhidas sequéncias representativas
dos gendtipos |, II, 1II, IV, V, VI e VII (Tabela 6). Além destas, trés sequéncias do gene
codificador da proteina NS5 de JEV, Virus do Oeste do Nilo (WNV) e Virus da
Encefalite do Vale do Murray (MVEV). Nao foi possivel incluir sequéncias do gendtipo
VIII de SLEV porque ha apenas sequéncias da regido codificadora da proteina E deste

depositadas no baco de dados.
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Tabela 6. Sequéncias parciais do gene codificador da proteina NS5 de SLEV selecionadas no

GenBank. Séo informados com ndmero de acesso, local de origem e ano de coleta.

Virus Numero de acesso Local de origem Ano
SLEV EF158069 EUA 1972
SLEV EF158057 Guatemala 1978
SLEV EF158052 EUA 2001
SLEV EF158065 EUA 1974
SLEV EF158051 Guatemala 1969
SLEV EF158066 EUA 1962
SLEV EU566860 EUA 1937
SLEV EF158061 EUA 1969
SLEV EF158070 EUA 1933
SLEV EF158049 EUA 1955
SLEV EF158059 México 1965
SLEV EF158055 EUA 1962
SLEV EF158062 EUA 1979
SLEV EF158050 EUA 1975
SLEV EF158058 EUA 1988
SLEV KM267635 Brasil/Belém 1978
SLEV FJ753287 Argentina 1978
SLEV FJ753286 Argentina 2005
SLEV EF158064 Panama 1973
SLEV EF158053 Brasil 1973
SLEV EF158048 Brasil 1960
SLEV EF158060 Panama 1983
SLEV EF158056 Trinidad 1955
SLEV EF158068 Argentina 1967
SLEV EF158063 Argentina 1966
SLEV AY632544 Argentina 1966
SLEV JQY957869 México 2008
SLEV JQY57868 Mexico 2008
SLEV KJ957827 Brasil/Cuiaba 2013

Continua
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Virus Numero de acesso Local de origem Ano
SLEV KJ528400 Brasil/Ribeirdo Preto 2008
SLEV DQ836337 Brasil/S&o José do Rio Preto 2006
SLEV DQ836336 Brasil/S&o José do Rio Preto 2006
SLEV EF219166 Brasil/S&o José do Rio Preto 2006
JEV KR265316 China -
MVEV KC852192 Australia 2012
WNV KX547621 EUA 2004

JEV: Virus da Encefalite Japonesa; MVEV: Virus da Encefalite do Vale do Murray; SLEV: Virus da
Encefalite de Saint Louis; WNV: Virus do Oeste do Nilo.

Ja para o alinhamento das sequéncias de OROV/OROV-like, foram

selecionadas 41 sequéncias de parte do segmento S de Orthobunyavirus do

sorogrupo do virus Simbu (Tabela 7).
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Tabela 7. Sequéncias de parte do segmento S de Orthobunyavirus, entre eles OROV e OROV-like,

selecionadas no GenBank. S&o informados com nimero de acesso, local de origem e ano de coleta.

Virus Numero de Acesso Local de origem Ano
Anopheles A KY793539 Colémbia 1940
Anopheles B NC_038721 Colémbia -

Nola AM711134 Nola 1970
Bunyamwera KP063900 Argentina 2013

Bwamba NC 034480 Uganda 1937
California encephalitis KX817314 EUA 1943
Capim NC 034483 Brasil 1958
Gamboa MG019913 Brasil 1985
Caraparu MH052061 Brasil 1956
Marituba NC 034496 Brasil 1954
Madrid NC 034498 Panama 1956
Oriboca NC 034476 Brasil 1954
Guama NC 038737 Brasil 1955
Koongol NC 038743 Australia 1960
Iquitos KF150536 Peru 1999
Jatobal JQ675601 Brasil 1984
Oya KY795950 india 1986
Akabane KY385908 China 2016
Tinaroo MH484341 Austrélia 1978
Nyando NC 034481 Quénia 1959
Patois MHO017273 México 1963
Oropouche KP691605 Brasil 2009
Madre de Dios KF697146 Peru 2007
Perddes KP691626 Brasil 2012
Douglas HE795092 - -
Sathuperi NC 018462 - -
Shamonda NC 018464 - -
Peaton MH484320 Austrélia 1976
Aino M22011 - -

Continua
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Virus Numero de Acesso Pais Ano
Shuni KU937313 Israel 2014
Simbu NC_018477 - -
Schmallenberg KC355459 Holanda 2011
Tete KM972721 Africa do Sul 1959
Umbre KP792685 india 1975
Tucunduba JN572079 Brasil 1955
Kaeng Khoi MF170064 China 2012
Cat Que NC_024075 Vietna 2004
Manzanilla KF697148 Trinidad e Tobago 1954
Utive KF697158 Panama 1975
Utinga KF697156 Brasil 1965
Facey's Paddock KF697136 Australia 1974

3.16. Anédlise Filogenética

A reconstrucdo filogenética foi feita no software de distribuicdo gratuita
MEGA7 (https://www.megasoftware.net/). O meéetodo estatistico escolhido foi o de
Méaxima Verossimilhanca. Considerando o alinhamento, diferentes arvores
filogenéticas sdo construidas a partir da comparacao entre as sequéncias. Ao final, é
dada a arvore consenso, a qual representa o evento mais provavel de ter ocorrido na
realidade (CALDART et al., 2016, FELSENSTEIN, 1981). Como critério de
confiabilidade, foi utilizado o método de Bootstrap para 1000 réplicas (MCCORMACK;
CLEWLEY, 2002).

A arvore foi editada no FigTree (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/). O
programa possui uma interface gréafica que permite a modificacdo varios componentes

desta, garantindo uma melhor visualizacéo.
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4. Resultados

4.1. Isolamento Viral

Foram realizadas duas passagens em cultura celular das amostras Ji15, Jil7,

Jil8, Ji20, Ji22 e Ji49 para o isolamento viral.

4.1.1. Primeira passagem

Para a confirmacéo do isolamento na primeira passagem das amostras Jil5,
Jil7, Jil8, Ji20, Ji22 e Ji49, foi realizada a amplificacdo parcial do segmento S de
OROV/OROV-like (Figura 5).

Figura 5. Eletroforese em gel de agarose para confirmacao de isolamento viral na primeira passagem.
Foi feita a PCR para amplificacé@o parcial do segmento S de OROV/OROV-like has amostras Jil5, Jil7,
Jil8, Ji20, Ji22, Ji49 (A) e nos controles positivos (B). C-: controle negativo; C+: controles positivos; M:

marcador de peso molecular (100pb).

Ji15 Ji17 Ji18 Ji20 Ji22 Ji49 C- C+ C+ C+ C+

N&o houve amplificacdo nas amostras Jil7, Jil8, Ji20, Ji22 e Ji49. A banda
resultante do fragmento amplificado na amostra Jil5 ndo aparece na altura de 500pb
no gel de agarose, conforme previsto na Tabela 4, ndo indicando a positividade para
OROV/OROV-like.
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4.1.2. Segunda passagem

Na segunda passagem das amostras Jil5, Jil7, Jil8, Ji20, Ji22 e Ji49, foi
realizada novamente a amplificacdo parcial do segmento S de OROV/OROV-like
(Figura 6).

Figura 6. Eletroforese em gel de agarose para confirmacgéo de isolamento viral na segunda passagem.
Foi feita a PCR para amplificacdo parcial do segmento S de OROV/OROV-like nas amostras Jil5, Jil7,
Jil8, Ji20, Ji22, Ji49 e nos controles positivos. C-: controle negativo; C+: controle positivo; M: marcador

de peso molecular (100pb).

500
pb

C- Ji49 Ji22 Ji20 Ji18 Ji17 Ji1s C+ C+

N&o houve amplificacdo nas amostras Jil8, Ji20, Ji22 e Ji49. A banda que
corresponde ao fragmento amplificado na amostra Jil5 aparece na mesma altura
observada na Figura 6. Entretanto, além dela, também foi observada a banda de

amplificacdo da amostra Jil7.
4.1.3. Amplificacao parcial dos segmentos M e L de OROV
Foi realizada a amplificacdo parcial dos segmentos M e L de OROV da

segunda passagem do isolamento viral das amostras Jil5 e Jil7 para a comprovagao

do ensaio (Figura 7).
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Figura 7. Eletroforese em gel de agarose para confirmacao de isolamento viral na segunda passagem.
Foi feita a PCR para amplificacdo dos segmentos M e L de OROV nas amostras: Jil5, Jil7, Jil8, Ji20,
Ji22 e Ji49. C-: controle negativo; C+ M: controle positivo para segmento M; C+ L: controle positivo para

segmento L; M: marcador de peso molecular (100pb).

800
pb

C+ C+ Ji15 Ji1s Ji17 Ji17 C-
M L M L M L

O aparecimento de bandas na altura de 800bp nos controles positivos indica
a amplificacao parcial dos segmentos M e L de ORQV, porém, ndo houve amplificacéo
dos mesmos na segunda passagem das amostras Jil5 e Jil7 (Figura 7), indicando
gue ndo houve sucesso no isolamento viral destas amostras, ndo sendo possivel

realizar o sequenciamento e a analise filogenética.
4.2. Confirmacéao prévia da presenca de arbovirus
A confirmacdo prévia da presenca de OROV/OROV-lke em 11 das 13

amostras utilizadas neste estudo pode ser observada por meio da amplificacéo parcial

do segmento S (Figura 8).
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Figura 8. Eletroforese em gel de agarose dos amplicons de parte do segmento S de OROV/OROV-like
obtidos via PCR. Amostras: Ji13, Jil4, Ji15, Jil16, Jil17, Ji18, Ji19, Ji20, Ji22 e Ji49; C-: controle negativo;

C+: controle positivo; M: marcador de peso molecular (100pb).

500
pb

4.3. Sequenciamento parcial da regido codificadora da proteina NS5 de
SLEV

O sequenciamento dos produtos das reacdes de PCR de SLEV detectados
nas cinco amostras analisadas neste trabalho gerou fragmentos de tamanhos
diferentes (Tabela 8).
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Tabela 8. Tamanho dos amplicons de SLEV obtidos a partir do sequenciamento dos produtos de PCR
encontrados nas amostras do estudo. S&o informados com ndmero de acesso apds depdsito no

GenBank, local origem e tipo de amostra.

. Numero de Local de Tipo de Amplicon
Identificacéo _

Acesso origem amostra (pb)
H278 MK341488 Araraquara Soro 216
H279 MH709110 Sinop Soro 441
H815 MH709111 Sinop Soro 186
H835 MH709112 Sinop Soro 844

Pool de
_ mosquitos

Arl7 MH709113 Sinop 186

fémea Culex

quinquefasciatus

pb: pares de base.

4.4. Sequenciamento parcial do segmento S de OROV/OROV-like

O sequenciamento dos produtos de N-PCR de OROV/OROV-like detectados
nas 13 amostras analisadas também gerou fragmentos de tamanhos diferentes
(Tabela 9).
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Tabela 9. Tamanho dos amplicons de OROV/OROV-like obtidos a partir do sequenciamento dos

produtos de N-PCR encontrados nas amostras do estudo. Sao informados com local de origem e tipo

de amostra.

Identificacéo

Local de origem

Tipo de amostra

Amplicon (pb)

Jio4 Ji-Parana Soro 494
Jil2 Ji-Parana Soro 494
Jil3 Ji-Parana Soro 637
Jil4 Ji-Parana Soro 488
Jil5 Ji-Parana Soro 496
Jil6 Ji-Parana Soro 495
Jil7 Ji-Parana Soro 490
Jil8 Ji-Parana Soro 490
Jil9 Ji-Parana Soro 492
Ji20 Ji-Parana Soro 504
Ji22 Ji-Parana Soro 495
Ji45 Ji-Parana Soro 482
Ji49 Ji-Parana Soro 485
pb: pares de base.
4.5. Confirmacéo pelo BLAST
O alinhamento promovido pela ferramenta BLAST confirmou o

sequenciamento dos cinco fragmentos parciais da regido codificadora da proteina

NS5 de SLEV ao identificar similaridade com outras sequéncias depositadas no

GenBank (Tabela 10).
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Tabela 10. Sequéncias identificadas pelo BLAST que confirmam o sequenciamento de fragmentos de
parte da regido codificadora da proteina NS5 de SLEV. Sao informados niumero de acesso, local de

origem e variagdo da porcentagem de similaridade entre todas as sequéncias do trabalho.

Local de Similaridade entre todas
Virus Numero de acesso _ _

origem as sequeéncias (%)
SLEV MH939175 Brasil 99,77 — 100,00
SLEV KM267635 Brasil 99,77 — 100,00
SLEV KJ528400 Brasil 99,71 — 100,00
SLEV EF158053 Brasil 98,40 — 98,70
SLEV EU088424 Brasil 98,38 — 98,69

Atraveés do alinhamento feito pela ferramenta BLAST também foi possivel
confirmar o sequenciamento parcial dos 13 fragmentos do segmento S de
OROV/OROV-like por meio da comparacdo com outras sequéncias no GenBank
(Tabela 11).

Tabela 11. Sequéncias identificadas pelo BLAST que confirmam o sequenciamento de fragmentos de
parte do segmento S de OROV/OROV-like. Sdo informados nimero de acesso, local de origem e

variagcdo da porcentagem de similaridade entre todas as sequéncias do trabalho.

] Numero de Local de Similaridade entre todas
virus acesso origem as sequéncias (%)
OROV EU561644 Brasil 90,13 - 98,70
OROV KP052852 Brasil 98,92 — 90,02
OROV AY704560 Brasil 98,67 — 88,91
OROV HQ830467 Brasil 98,67 — 88,91
OROV MG747545 Brasil 98,26 — 89,36

4.5. Andlise Filogenética

O modelo evolutivo selecionado com base no alinhamento pelo software de
acesso livre jModelTest 2 (https://github.com/ddarriba/jmodeltest2) (DARRIBA et al.,
2012; TAVARE, 1986) foi o GTR (General Time Reversible). Modelos como este

constituem a base da analise evolutiva em nivel molecular porque tém o papel de
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descrever as taxas de mudancas de mutagcOes fixas observadas ao longo de
sequéncias. O GTR assume diferentes taxas para cada mutacdo e diferentes
frequéncias para os nucleotideos (ARENAS, 2015).

A reconstrucao filogenética com as sequéncias parciais da regido codificadora
da proteina NS5 de SLEV coletadas em Araraquara (SP) e Sinop (MT) sugere que
todas pertencem ao genétipo V do virus (Figura 9). No clado, estao outras sequéncias
gue foram isoladas no Brasil (DQ836337, KJ528400, EF219166, KM267635,
EF158053, KJ957827, EF158048) e uma em Trinidad (EF158056). Logo abaixo do
clado do gendtipo V estdo dispostos os clados do gendtipo VII, com sequéncias
Argentinas (AY632544, EF158063, EF158068), dos gendtipos IV e VI, com
sequéncias do Panama (EF158064, EF158060), dos genotipos | e Il, com sequéncias
de paises da Ameérica do Norte e Central (EF158069, EF158052, EF158057,
EF158061, EU566860, EF158049, EF158065, EF158065, EF158070, EF158051,
EF158066, EF158062, EF158050, EF158058, EF158059) e do Palenque, com
sequéncias Mexicanas (JQ957869, JQ957868). No grupo externo, sdo observadas
sequéncias de outros Flavivirus causadores de encefalite: WNV (KC852192), JEV
(KR265316) e MVEV (KX547621).
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Figura 9. Andlise Filogenética de SLEV, conduzida no MEGA7. O modelo de substituicdo de nucleotideos selecionado pelo jModelTest 2 foi o0 General Time
Reversible (GTR). O método estatistico de Maxima Verossimilhanca (Maximum Likelihood — ML) foi utilizado para a construgcao da arvore. Os valores de
Bootstrap (0 — 100) para mil réplicas sdo dados em porcentagem e encontram-se acima dos ramos. A arvore é composta por 38 sequéncias, de 186 nucleotideo,
gue compreendem parte do gene codificador da proteina NS5 de SLEV. Estas estéo classificadas entre os genotipos | — VII (Gl — GVII) e Palenque. As
sequéncias analisadas no trabalho estdo em negrito. O grupo externo é formado por trés sequéncias de Flavivirus: WNV (KX547621), JEV (KR265316) e
MVEV (KC852192). A figura foi editada no FigTree.

SLEV_DQB36337_Brazil_2006
SLEV_KJ528400_Brazil_2008
SLEV_EF219166_Brazil_2008
SLEV_DQB36336_Brazil_2006
SLEV_MK341488_Brazil_2016
SLEV_MH709112_Brazil_2015
SLEV_MH709111_Brazil_2015 GV
SLEV_MH709113_Brazil_2014
SLEV_MH709110_Brazil_2011
SLEV_KM267635_Brazil_1978
SLEV_EF158053_Brazil_1873
SLEV_KJ957827_Brazil_2013
SLEV_EF158048_Brazil_1960
SLEV_EF158056_Trinidad_1955
SLEV_AY632544_Argentina_1966
SLEV_EF158063_Argentina_1966 GVl
SLEV_EF158068_Argentina_1967
SLEV_EF158064_Panama_1973 GIvV
SLEV_EF158060_Panama_1983 GVI
SLEV_EF158069_USA_1972 Gl
SLEV_EF158052_USA_2001
SLEV_EF158057_Guatemala_1978
SLEV_EF158061_USA_1969
SLEV_EU566860_USA_1937
SLEV_EF158049_USA_1955
SLEV_EF158065_USA_1964
SLEV_EF158055_USA_1962 Gl
SLEV_EF158070_USA_1933
SLEV_EF158051_Guatemala_1969
SLEV_EF158066_USA_1962
SLEV_EF158062_USA_1979
SLEV_EF158050_USA_1975
SLEV_EF158058_USA_1988
SLEV_EF158059_Mexico_1965
{~ SLEV_FJ753287_Argentina_1968 Gl
SLEV_FJ753286_Argentina_2005

98— SLEV_JQ957868 Mexico_2008
| sLEV J0gs7869 Mexica 2008

100

Palenque

WNV_KX547621
80 JEV_KR265316
1 MVEV_KCB52182
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Na reconstrucéo filogenética de parte do segmento S de Orthobunyavirus é
possivel observar que as sequéncias dos virus do sorogrupo Simbu ficaram disposta
no mesmo clado (Schmallenberg, Samonda, Douglas, Sathuperi, Shuni, Aino, Peaton,
Tinaro, Akabane, Simbu, Facey’s Paddock, Cat Que, Oya, Manzanilla, Utinga, Utive,
Oropouche e Oropouche-like) (Figura 10). Um dos clados que formam o clado do
sorogrupo é o de OROV, em que estda a sequéncia representativa do virus
(KP691605), outras de OROV-like viruses, e onde ficaram as sequéncias coletadas
em Ji-Parand (RO). Os OROV-like viruses sdo PERDV (KP691626), I1QTV
(KF150536), MDDV (KF697146) e JATV (JQ675601). Mais abaixo encontra-se o clado
com outros Orthobunyavirus que ndo pertencem ao sorogrupo Simbu (Tucunduba,
Nola, Bunyamwera, Bwamba, Encefalite da Califérnia, Nyando, Kaeng khoi, Patois,
Capim, Guama, Caraparu, Madrid, Marituba, Oriboca, Gamboa, Koongol, Umbre,
Tete, Anopheles A e Anopheles B).
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Figura 10. Andlise Filogenética de parte do segmento S de Orthobunyavirus, conduzida no MEGA7. O modelo de substituicdo de nucleotideos selecionado
pelo jModelTest 2 foi o General Time Reversible (GTR). O método estatistico de M&xima Verossimilhanca (Maximum Likelihood — ML) foi utilizado para a
construgdo da arvore. Os valores de Bootstrap (0 — 100) para mil réplicas sédo dados em porcentagem e encontram-se acima dos ramos. A arvore € composta
por 54 sequéncias de 500 nucleotideos que compreendem parte do segmento S de virus que pertencem ao género Orthobunyavirus. As sequéncias analisadas

no trabalho estdo em negrito. A figura foi editada no FigTree.

EPEEIaPardoni_viful

B KF 150538 Wuitos_vinus
Iy b P BET 186 Maden_cde_Dios_virus
JOET HE0N Uaiobal_vinss

5 I —— EFEITISE v _vifd
o L HFESTISE g wirus
T3 [—————————  KFET aklancanta_wmn
—— KYTRSSSOyva_vrus.
100 RC_024075Cat_ O _virus
KFEAT136F notry_8_PaScock ving
—————————————  NC_O1B4TT Sambe_virus
B4 e WG OO0 AR _vingg
R BRI T wirus
W48 30 Paaion_vinas
a MEZH 1ing_virus
- FLEATHAShus_vinn
—~ HC_O1Beid hathugsen_winus
HETBSS Diouglas_wnus
l_i_c HC_OIB4E4Sramonda_vines
2 KICIS5450°Schrmallenbary_vius
100 [ SETHTTusunduba_vinn
| [r— ALET] 13Nl vin
e MPOBIRO By aimaea_ s
12 ar HC_DM4B0/Bwnmba_virus
HAB T3 AT aiomia_sneaprablis v

I MG 301 Myands vine
—_— WP TR Kaeng Khol_vinas

MHO17273Patois_virus
7 r NC_DO4£5/Cagim_vinss
- M (IETATIGuAMS i

[ MRS Carapan_wna
[ —  NC_OM4EMadnd_virus

- ;1—7 WE_O3456Maniuta_vins
NC_D34 TR Dnboca_ving
« T MO0 3 0amboa_vins
1 HEC_038 T songal_wirus
b KPTAAS Umbn_virus
20 HMSTETI U Tele_vius
4t I ENTHMSIANODhaies A wirus

L HC_ T2 \nophelis_B_vina

0.2



60

5. Discussao

A emergéncia de CHIKV e ZIKV (MINISTERIO DA SAUDE, 2015;
MLAKAR et al., 2016), e mais recentemente a reemergéncia do YFV silvestre
(MINISTERIO DA SAUDE, 2017a), chamam a atenc¢&o para a problematica de
saude publica envolvendo os arbovirus. O aumento da densidade populacional
(BRAACK et al, 2018), da infestagdo dos vetores (FERREIRA,
CHIARAVALLOTI NETO; MONDINI et al., 2018), a intensificacdo do comércio
internacional e as mudancas climaticas contribuem para a dispersao dos
mesmos pelo mundo todo (CAMPBELL-LENDRUM et al., 2015). A grande
biodiversidade, tanto animal quanto vegetal, e a presenca de variados biomas
(IBGE 2019b) favorecem a circulacdo de diferentes arbovirus no Brasil
(FIGUEIREDO et al., 2000). Este trabalho revelou a circulacdo de SLEV e
OROV/OROV-like em trés municipios brasileiros onde ja havia um histérico de
circulacdo de DENV, CHIKV e ZIKV. Considerados menos comuns, SLEV,
OROV e OROV-like virus podem estar se dispersando silenciosamente pelo
pais, tendo potencial para atravessarem fronteiras.

A regido do genoma dos Flavivirus que compreende a proteina E é
conhecida por ser uma das mais antigénicas, uma vez que é responsavel pela
entrada desses arbovirus na célula hospedeira (BRIEN, 2010; YU et al., 2013;
ZHANG et al., 2017). Com o objetivo de avaliar a conservacao das proteinas
ao longo de sua evolugcdo, um estudo feito com WNV mostrou que as que
menos sofreram variacdo, em termos de aminoacidos, foram as nao-
estruturais. Esta diferenca na conservacéao das proteinas ndo-estruturais frente
as estruturais pode ser atribuida a necessidade de manutencao das funcdes
das primeiras e a necessidade de adaptacdo das segundas as respostas ao
sistema imune do hospedeiro (KOO et al., 2009). As sequéncias utilizadas no
presente trabalho compreenderam parte do gene codificador da proteina NS5
de SLEV.

SLEV é classificado em oito gendétipos (I — VIII) com base em anélises
de sequéncias da regido codificadora da proteina E, e de seu genoma
completo (KRAMER; CHANDLER, 2001; VEDOVELLO et al., 2015). O DENV,
normalmente, também é agrupado em genétipos com base no gene E, porém,

a regido que compreende o gene da NS5 também é utilizada para determinar
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gendtipos circulantes do virus (DAVIDSON et al., 2009; FULOP et al., 1993;
MONDINI et al., 2009). Arvores filogenéticas de sequéncias da proteina NS5
de SLEV apresentam topologias similares as construidas com sequéncias da
proteina E e do genoma completo (KOPP et al., 2013). A andlise conduzida no
estudo foi utilizada a fim de determinar o genétipo de SLEV que circulou em
Araraquara (SP) e Sinop (MT), com base na comparacdo de sequéncias
representativas de sete (I — VII) genétipos do virus. O genétipo VIII ndo foi
incluido em razao da indisponibilidade de sequéncias da regido codificadora
da NS5 do mesmo no GenBank.

A reconstrucéo filogenética sugere que as sequéncias de SLEV deste
estudo pertencem ao genotipo V. Entre os gendtipos que circulam no Brasil, o
mesmo parece ser 0 mais prevalente. A primeira deteccao foi em um mosquito
da espécie Culex declarator, no ano de 1964 em Belém (PA). Até a década de
1980, sua circulacao ficou restrita a estado da regido amazdénica em animais
sentinela (RODRIGUES et al.,, 2010). Em 2006 ocorreu 0 primeiro surto
causado por SLEV em Sao José do Rio Preto (SP), atribuido ao gendtipo V
(MONDINI et al 2007a, TERZIAN et al., 2011). Em 2008, foi detectado em uma
paciente com suspeita de dengue em Ribeirdo Preto (SP), a 89 km de distancia
de Araraquara (SP) (MAIA et al., 2014). Um cavalo que desenvolveu encefalite
teve o gendtipo V isolado de seus tecidos em Belo Horizonte (MG), no ano de
2013 (ROSA et al., 2013). Em 2015, foi isolado em mosquitos da espécie Culex
guinquefasciatus em Cuiaba (MT) localizada a 482 km de Sinop (MT) (HEINEN
et al, 2015). A confirmacéo da circulacéo do gendtipo V em diferentes estados,
de diferentes regides ao longo de anos, reforca sua disseminacédo silenciosa
pelo Brasil.

Além do gendtipo V de SLEV, a circulacdo de outros trés ja foi descrita
no Brasil. O gendtipo Il foi isolado em 1968 na cidade de Séo Paulo (SP), de
um roedor (Akodon sp) (KRAMER; CHANDLER, 2001). O gendtipo Il foi
detectado em uma paciente febril com suspeita de dengue em 2004, também
em Sao Paulo (SP) (dos SANTOS et al., 2006). E o gendtipo VI foi detectado
pela primeira vez em uma ave (Myrmotherula hauxwelli), no ano de 1964, em
Belém (PA). De acordo com analises temporais, 0s primeiros genétipos a
serem introduzidos no Brasil foram os genétipos VIl e V, entre 1937 e 1950

(RODRIGUES et al., 2010). Nao é possivel afirmar quando ocorreu a entrada
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do gendtipo V de SLEV no Mato Grosso, mas este trabalho trouxe evidéncias
de sua circulacdo desde 2011 no estado. Em Sao Paulo, sua introducao
provavelmente ocorreu em meados de 2004, depois da chegada dos gendtipos
Il e lll, mas antes de provocar o primeiro surto no pais, em 2006.

YFV (MOREIRA-SOTO et al., 2018) é mantido na natureza atraves de
seu ciclo silvestre. Nos ultimos anos o Brasil se deparou com um aumento do
namero de casos de febre-amarela silvestre em zonas urbanas (MINISTERIO
DA SAUDE, 2017a), o que possivelmente ocorreu devido a presenca do
mosquito Aedes aegypti nestas areas (COUTO-LIMA et al., 2017). Um estudo
conduzido no Vale do Ribeira, regido de Mata Atlantica do Estado de S&o
Paulo, revelou uma elevada prevaléncia para anticorpos anti-SLEV entre as
aves analisadas ao longo de 12 anos (FERREIRA et al., 1994). A circulacao
de SLEV no Brasil pode estar sendo garantida gracas ao seu ciclo silvestre e
sua eventual transmissao no ambiente urbano pode ocorrer em locais onde ha
a presenca de vetores competentes.

Menos de 1% das infec¢cdes causadas por SLEV sdo sintomaticas
(CDC, 2018). Estudos apontam a importancia de pacientes que nao
apresentam sintomas para a dispersdo dos arbovirus. Caso haja um vetor
competente e este hospedeiro apresente viremia suficiente, o virus pode
acabar circulando de forma silenciosa, e assim se propagar para locais onde
ainda nao foi encontrado (CHASTEL et al., 2012; DUONG et al., 2015). Casos
de infeccdo por SLEV podem estar sendo subnotificados em todo o Brasil, uma
vez que o presente trabalho detectou a presenca do virus durante periodos de
ocorréncia de epidemias de DENV (CVE, 2019; GOVERNO DO ESTADO DE
MATO GROSSO, 2016 — 2017).

A migracdo humana também apresenta papel importante na
disseminacao dos arbovirus. A deteccdo de SLEV em Araraquara (SP) e em
Sinop (MT), cidades que estdo ha mais de 1.700 km de distancia uma da outra,
sugere que o movimento humano pode ter contribuido para sua dispersédo. A
vinda de individuos de diferentes paises para o Brasil, principalmente devido a
eventos internacionais, foi considerada a porta de entrada para o ZIKV no pais;
0 mesmo pode acontecer com outros arbovirus (MASSAD et al., 2017).

O fato de OROQV ter o seu material genético dividido em trés segmentos

favorece a ocorréncia de recombinacdo génica entre ele e outros virus do
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sorogrupo Simbu. O recombinante pode ter uma mistura variada dos
segmentos S, M e L dos virus que o geraram (TRAVASSOS DA ROSA et al.,
2017). Os segmentos L e S sdo aqueles mais trocados entre as espécies e,
normalmente, sdo herdados em conjunto (PINHEIRO et al., 1981b). As
glicoproteinas codificadas pelo segmento M sdo mais susceptiveis a
mutacdes, ao contrario das proteinas N e L, codificadas nos segmentos S e L,
respectivamente, o que pode estar relacionado com a variedade de segmentos
M nos OROV-like. A recombinacdo génica pode ter consequéncias
impactantes, visto que pode resultar na emergéncia de um virus mais
patogénico (TISLTON- LUNEL et al., 2015; TRAVASSOS DA ROSA et al.,
2017). Este trabalho mostra que no ano de 2013 houve circulacdo de OROV
ou de OROV-like no municipio de Ji-Parana (RO).

A identificagdo de OROV tornou-se um desafio com o surgimento dos
OROV-like. Atualmente, as metodologias de deteccdo de OROV disponiveis
sdo baseadas, majoritariamente, na deteccdo do segmento S, o qual é
considerado o mais trocado quando ocorre recombinacédo génica (SAEED et
al., 2000; TERZIAN et al., 2011). Devido a limitacdo causada pelo fenémeno,
a analise filogenética tornou-se uma importante ferramenta para distinguir
OROV de seus recombinates. A partir do sequenciamento dos genomas
completos de OROV e de OROV-like, sdo feitas andlises de seus trés
segmentos, e a Unica em que ha formacao de clados separados para os dois
tipos de virus € a andlise do segmento M (TISLTON- LUNEL et al., 2015).
Neste estudo, a intencao de se realizar a analise filogenética parcial dos trés
segmentos de OROV/OROV-like foi para promover a diferenciacdo entre estes
virus.

Na andlise filogenética, as sequéncias de Ji-Parana (RO) ficaram
dispostas no mesmo clado que as de OROV, PERDV, IQTV, MDDV E JATV
(Figura 10). O fato de o segmento S de OROV ser herdado pelos OROV-like
limita a utilizacdo do mesmo para detectar o virus. Todavia, Acrani e
colaboradores (2015) mostraram recentemente que o segmento S de OROV
pode ser 200 nucleotideos maior do que se pensava, reforcando a necessidade
de padronizacdo de metodologias de detec¢do de OROV através amplificacdo

deste segmento.
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A circulagdo de OROV estava restrita a estados do Norte e ao
Maranhao (SAEED et al., 2000; VASCONCELOS et al., 2009) até meados de
2011-2012, quando o mesmo se dispersou para a regiao Centro-Oeste
(CARDOSO et al., 2015). No ano 2000 a presenga de OROV foi detectada em
um macaco (Callithrix sp.), na regido Sudeste (TEIXEIRA NUNES et al., 2005).
Nos ultimos anos, casos importados de infecgdo por OROV em humanos foram
confirmados no interior de S&o Paulo (DE SOUZA LUNA et al., 2017), inclusive
com o agravante de complicacbes neurolégicas (VERNAL; MARTINI; DA
FONSECA, 2019). Apenas as amostras Jil5 e Jil7, apos isolamento viral,
passaram pela reacdo de amplificacdo dos segmentos M e L com primers
especificos para OROV. No entanto, ndo foi possivel observar o aparecimento
de bandas na eletroforese em gel de agarose (Figura 7), impossibilitando a
realizacdo da andlise filogenética para a diferenciacéo dos virus entre OROV
e OROV-like.

O isolamento de virus resultantes de recombina¢do de OROV (OROV-
like) no Brasil e em paises vizinhos, compromete inferir que o virus que circulou
no municipio de Ji-Parana (RO) em 2013 tratava-se realmente de OROV. O
primeiro OROV-like descrito, JATV, foi detectado em um quati (Nasua nasua)
em 1985, no estado do Para — Brasil (SAEED et al., 2001). Em 1999 e 2007,
respectivamente, IQTV (AGUILAR et al., 2011) e MDDV (LADNER et al., 2014)
foram detectados em pacientes com doenca febril no Peru. No ano de 2010,
MDDV também foi isolado de um macaco (Cebus olivaceus Schomburgk)
numa floresta da Venezuela (NAVARRO et al., 2016). E em 2015, PERDV foi
isolado de um primata ndo-humano (Callithrix sp.) no estado de Minas Gerais
— Brasil (TISLTON- LUNEL et al., 2015).

A proliferacdo dos vetores de arbovirus acontece com o aumento de
seus criadouros, o que ocorre principalmente nos periodos chuvosos. A
elevacdo dos casos de dengue no Brasil se da entre janeiro e junho, periodo
gue coincide com as estacdes chuvosas (FERREIRA; CHIARAVALLOTI
NETO; MONDINI et al., 2018; VIANA; IGNOTTI, 2013). A maioria das
epidemias causadas por OROV também ocorre neste periodo (PINHEIRO;
TRAVASSOS DA ROSA; VASCONCELOQOS, 2004), outro fator que poderia
estar fazendo com que infecgbes causadas por OROV estejam sendo

atribuidas ao dengue, principalmente nos estados da regido norte do pais.
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A diminuicdo da carga viral em amostras provenientes de diferentes
fontes € um grande obstaculo quando se trata de diagnéstico molecular,
sequenciamento e posterior analise filogenética. O mais indicado é que a
amostra seja utilizada logo apés a coleta, porque pode ocorrer diminuicdo de
carga viral assim que a mesma é congelada (HOSSEINI et al., 2016). Também
€ indicada a separacdo de aliquotas, a fim de se evitar o descongelamento
repetitivo, que gradativamente vai promovendo a diminuicdo de carga viral
(CUHADAR et al., 2013; KRAJDEN et al., 1999). O transporte das amostras de
Sinop (MT) e Ji-Parana (RO) até Araraquara (SP), onde foram manipuladas,
sem um controle adequado de temperatura, pode ter contribuido para
diminuic&o da carga viral e eventuais problemas no decorrer do estudo.

Apesar de todas as amostras analisadas no presente trabalho serem
provenientes de areas urbanas, Ji-Parana (RO) esta localizada no bioma da
Amazonia, local comum de circulacéo de arbovirus (FIGUEIREDO et al., 2000).
Ja Araraquara (SP) e Sinop (MT), estdo em areas de transi¢cao: Sinop entre
Cerrado e Amazonia, Araraquara entre Mata Atlantica e Cerrado. Estas zonas
tém grande importancia epidemiolégica, uma vez que séo habitat de vetores e
de seus hospedeiros, sendo a interface entre aglomerados humanos e
ecossistema natural (BRADLEY, 2004).

Todos os pacientes cujos soros foram analisados neste trabalho foram
clinicamente diagnosticados com DENV. No Brasil, ha programas de vigilancia
para o virus, como também para ZIKV e CHIKV. Conforme o Ministério da
Saude, a confirmacdo laboratorial dos casos é feita através de sorologia
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay - ELISA), que deve ser realizada
depois de pelo menos seis dias do inicio dos sintomas do doente, ou da
deteccdo de antigenos virais (NS1, PCR e isolamento viral), realizada até o
quinto dia do inicio dos sintomas (MINISTERIO DA SAUDE, 2016; 2017b;
2019b). Outra guestdo importante € a sintomatologia inicial similar provocada
pelas doencas, que também dificulta a identificacdo precisa do arbovirus
causador (FIGUEIREDO, 2000). Em razdo destes fatores, € importante que
haja programas de vigilancia voltados para arbovirus tal qual SLEV, OROV e
OROV-like. IQTV, PERDV, MDDV e JATV podem se estabelecer no Brasil pela

proximidade de origem.
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A circulacdo de SLEV e de OROV/OROQV-like reforca que diferentes
arbovirus estdo presentes no Brasil. E preciso que sejam desenvolvidos
métodos eficientes de deteccdo de OROV e de OROV-like viruses,
principalmente onde ha co-circulacado destes, e que casos de SLEV sejam
corretamente diagnosticados, uma vez que o virus vem se dispersando de

forma silenciosa pelo pais.
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6. Conclusodes

1. A regido do genoma de Flavivirus que compreende a proteina NS5

mostrou-se adequada na determinacao de gendétipos de SLEV.

2. A andlise filogenética das sequéncias de SLEV revelou que gendtipo
V estava circulando nos municipios de Araraquara (SP) e Sinop (MT) entre
2011 e 2016.

3. As metodologias disponiveis de deteccdo de OROV por meio da
amplificacdo do segmento S ndo sdo capazes de diferencia-lo de OROV-like
viruses, havendo a necessidade da utilizacdo de metodologias adicionais para

sua deteccao.

4. Houve a circulacdo de um virus OROV/OROV-like em Ji-Parana

(RO) no ano de 2013, mas nao foi possivel definir exatamente qual.

5. E imprescindivel que a vigilancia de arbovirus no Brasil inclua virus
como SLEV, OROV e OROV-like, ja que o estudo mostra que circularam em
meio a locais onde ha circulacdo de DENV, CHIKV e ZIKV.
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Capitulo 2

1. Artigo

Concomitant detection of Saint Louis encephalitis virus in two
Brazilian States

Abstract

We describe the concomitant circulation of Saint Louis encephalitis
virus (SLEV) in two Brazilian states during outbreaks of dengue and Zika
viruses. We detected SLEV in patients from S&o Paulo State, and in patients
and mosquitoes from Mato Grosso State. Phylogenetic analysis grouped our
samples within genotype V of SLEV.

Saint Louis encephalitis virus (SLEV), a mosquito-borne disease, was
first described after an outbreak of encephalitis in Saint Louis, Missouri, USA,
in 1933. SLEV is maintained in enzootic cycles involving Culex mosquitoes as
vectors and birds as amplifying hosts (1). Although considered a public health
concern in the USA (2), human cases outside North America are poorly
reported. In Brazil, the first case was described in 1970 (3) and there were
reports of SLEV circulation in other parts of the country after that. For instance,
the state of Sdo Paulo had a human case of SLEV in 2004 (4) and the first
outbreak caused by the virus in 2006 (5); three cases were reported in Cuiaba,
state of Mato Grosso in 2015 (6).

The majority of infections by SLEV is asymptomatic and initial clinical
manifestations are characterized by mild febrile illness, resembling disease
caused by dengue (DENV), chikungunya (CHIKV) or Zika (ZIKV) viruses;
severe cases, however, may evolve to affect central nervous system, causing
confusion, disorientation, dizziness, tremors, and unsteadiness in patients.

Case-fatality ratio ranges from five to 15%, and it increases with age (7).

Diagnosis of infections by arthropod-borne viruses, or arboviruses, is

based on clinical-epidemiological criteria; however, infections by SLEV are
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usually subclinical. As symptomatic cases may be misdiagnosed as other
important arboviruses such as DENV, ZIKV or CHIKV, the lack of diagnostic
algorithms for SLEV results in the silent circulation of the virus.

The study

We detected the concomitant circulation of SLEV in two different states
of Brazil. The virus was detected in humans and mosquitoes during outbreaks
of DENV and ZIKV. We analyzed 364 and 423 febrile patients, respectively from
Sinop (11°50°53”S and 55°38'57"W), state of Mato Grosso, and Araraquara
(21°47°37’S and 48°10'52"W), state of Sdo Paulo State (Figure 1). Febrile
patients who presented to public health units and had clinical diagnosis of
infection by DENV, CHIKYV (after 2013) or ZIKV (after 2015) were enrolled in
our surveillance studies. Our protocols were approved by Internal Review
Boards from Federal University of Mato Grosso (128/CEP-HUJM/2011 and
288.172/2013) and from Sdo Paulo State University (CAAE:
27464814.4.0000.5426).

In May 2011, the first patient infected with SLEV was reported to health
authorities of Sinop (Table 1); in that occasion, the virus was also circulating in
Southern Mato Grosso (6). Furthermore, between December 2015 and April
2016, we detected SLEV in two patients from Sinop and one patient from
Araraquara (Table 1) amidst increasing reports of DENV, CHIKV and the
emergence of ZIKV in Brazil. SLEV was detected using a strategy previously
described (5). The patients had no recent travel history and presented mild
symptoms such as fever, headache, retro-orbital pain, and nausea; leukocytes
ranged from 8,000-10,000 mm?3 and platelets around 200,000mm?3. Moderate

symptoms in children and young adults are usually expected (7).

Interestingly, we collected a pool of Culex (Cx) quinquefasciatus
infected with SLEV 16 months before the human cases that occurred in Sinop
in 2015. Mosquito collections were performed during a phlebotomine sand fly
surveillance (8). Mosquitoes were collected with CDC light traps from 6:00 p.m.
to 7:00 a.m., for three consecutive nights per month in 12 different sites of

Sinop; mosquito fieldwork occurred from May of 2014 to April of 2015. Adult
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specimens were identified morphologically, and pooled according to species,
sex, and collection site. Viral RNA was extracted with TRIzol (Life
Technologies, USA) and the virus was detected using RT-PCR (5). The positive
pool contained one female of Cx. quinquefasciatus and was collected in August
of 2014. Later in 2015, one pool of Cx. quinquefasciatus with SLEV was also
detected in Cuiabé - Mato Grosso (6), 500km south of Sinop. Although the role
of this species in active transmission of the virus is not clear in the state of Mato
Grosso, Culex mosquitoes are usually competent vectors for SLEV. For
instance, Cx. nigripalpus, Cx. tarsalis and Cx. quinquefasciatus are responsible
for SLEV transmission in the USA; on the other hand, Cx declarator and Cx.
coronator play an important role in the maintenance of the virus in Brazilian

forest areas (1).

We sequenced a portion of SLEV NS5 protein from both mosquito and
human samples with Big Dye Terminator 3.1 in ABI 3130 DNA Sequencer.
Sequence sizes ranged from 187 to 844 bp (Accession numbers: MK341488;
MH709010; MH709011; MH709012; MH709013). Phylogenetic analysis was
performed using MEGA7 and representative sequences of the NS5 gene from
GenBank (Supplementary Table). The tree was edited using FigTree v.1.4.4.
Our phylogenetic reconstruction shows seven genotypes of SLEV (I-VII) and
topology is similar to analysis performed with complete genomes (9). Although
genotype VIl is underrepresented due to lack of NS5 sequences, analyses
based on this protein produce topologies that are comparable to a complete
genome assessment (10). Our human and mosquito samples clustered within
genotype V of SLEV (Figure 2). Although genotypes Il and Il of SLEV were
isolated in the state of S&o Paulo respectively from a mosquito in the 1960’s
(11), and from a febrile woman in 2004 (12), the outbreak that occurred in Sao
José do Rio Preto, in 2006 (5), which is 180 km from Araraquara, was also
caused by genotype V of SLEV. Genotype V seems to be widely spread in the
country (9) and have circulated in cities next to Araraquara and Sinop (6, 13).
It may have been introduced in the state of Sdo Paulo in 2004-05, when an
increase in neutralizing antibodies for SLEV in birds of Sdo Paulo was reported
(Instituto Adolpho Lutz: unpublished data), followed by first human reported
outbreak in the country in 2006 (5).
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Conclusions

Recent epidemics caused by ZIKV and CHIKYV clearly reminded health
policy makers that the emergence of arboviruses is a real threat and a recurring
fact over decades. The reemergence of yellow fever virus (YFV) and the
continuous transmission of dengue (DENV) serotypes is also an indication that
arthropod-borne viruses are important public health issues that have been
continuously neglected. Although detected more than 50 years ago, SLEV
circulation has been widely disregarded by official surveillance systems in
Brazil, despite all reports in humans, mosquitoes, and other animals, such as
horses (14) and capuchin monkeys (15). Detection of SLEV amidst DENV and
ZIKV outbreaks was heavily influenced by the existence of active research
strategies for arbovirus detection. Our findings reinforce the need for
continuous surveillance of SLEV circulation and for extensive investigation of
the etiological agent of febrile diseases. It remains unclear if the detection of
SLEV in Cx. quinquefasciatus mosquitoes 16 months before human cases was
a sentinel event for the later circulation of the virus. The concomitant detection
of the virus in cities from different Brazilian states suggests that genotype V of
SLEV is adapted to different selection pressures and may as well be circulating

in other parts of the country.
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Table 1. Clinical and laboratory findings of patients infected with SLEV.
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_ Age Collection Days after Leukocytes Platelets Laboratory
Patient City Gender h symptoms Clinical signs count count confirmation
(years) ~ mon onset (/mm3) (/mm3)
Fever, headache,

abdominal pain, myalgia,
279 Sinop Female 8 05/2011 4 vomiting, diarrhea, 10,810 252,000 N-PCR; SS

arthralgia and bitter taste

in mouth

815 Sinop Male 1 12/2015 2 Fever 13,560 295,000 N-PCR; SS
835 Sinop Female 5 12/2015 2 Fever and headache 8,310 212,000 N-PCR; SS
278  Araraquara Female 15  04/2016 NA Headache, retro-orbital NA NA N-PCR; SS

pain, nausea, prostration

*NA: Not available; N-PCR: Nested polymerase chain reaction; SS: Sanger sequencing.



95

Legends

Figure 1. Cartographic representation of the study sites: Araraquara, State of S&o

Paulo (red) and Sinop, State of Mato Grosso (blue).

Figure 2. Molecular Phylogenetic analysis by Maximum Likelihood method. The
evolutionary history was inferred by using the Maximum Likelihood method based on
the General Time Reversible model. The tree with the highest log likelihood (-1210.97)
is shown. The percentage of trees in which the associated taxa clustered together is
shown next to the branches. Initial tree(s) for the heuristic search were obtained
automatically by applying Neighbor-Join and BioNJ algorithms to a matrix of pairwise
distances estimated using the Maximum Composite Likelihood (MCL) approach, and
then selecting the topology with superior log likelihood value. A discrete Gamma
distribution was used to model evolutionary rate differences among sites (6 categories
(+G, parameter = 0.9122)). The tree is drawn to scale, with branch lengths measured
in the number of substitutions per site. The analysis involved 41 nucleotide sequences.
There were a total of 188 positions in the final dataset. Evolutionary analyses were

conducted in MEGAY. Red cycles represent our sequences.
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