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RESUMO
Poucas informagdes estdo disponiveis até o momento sobre os virus do
sorogrupo Gamboa (Bunyaviridae, Orthobunyavirus), desta forma, foi realizado,
neste trabalho, estudo filogenético dos membros do sorogrupo Gamboa entre si
e com outros orthobunyavirus ao nivel gene Gn (M-RNA), além de infeccéo
experimental em pintos recém nascidos da espécie Gallus gallus domesticus
com a cepa Be AN 439546 do Virus Gamboa (VGAM), e estudo sorolégico em
aves, outros animais silvestres e humanos de Tucurui — Para. A analise
filogenética dos virus do sorogrupo Gamboa demonstrou que esses virus sao
geneticamente mais relacionados com membros do grupo Turlock e menos
com os do grupo Simbu, e foram distribuidos em dois clados distintos (I e II),
que estao de acordo com a atual classificagao soroldgica, de modo que o clado
| inclui o complexo Gamboa e o clado Il o complexo Alajuela. A cepa Be AN
439546 do VGAM apresentou tropismo pelo pulméo e figado de pintos recém
nascidos experimentalmente infectados, sendo a replicagao viral nesses 6rgaos
confirmada por imunohistoquimica, o que demonstra que o VGAM replica-se
nessa ave. A deteccao de anticorpos inibidores da hemaglutinagdo contra o
VGAM e a confirmagao por teste de neutralizagdo em plasma de aves
silvestres reforca a hipétese de que esses animais constituem o principal
hospedeiro de amplificagdo no ciclo de manutencdo do VGAM. Estudos
moleculares do genoma completo dos virus do sorogrupo Gamboa, assim
como sobre a ecoepidemiologia do vetor e dos hospedeiros (principalmente
aves), para o ciclo de replicagao dos virus, sao importantes para confirmar as

informacdes ja existentes sobre esses virus.
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ABSTRACT
Presently, little information on Gamboa serogroup viruses (Bunyaviridae,
Orthobunyavirus) is available. Thus, in this work, it was performed a
comparative phylogenetic study on the members of the Gamboa serogroup and
with other orthobunyaviruses to the level of the gene Gn (M-RNA); an
experimental infections in the domestic bird (Gallus domesticus) using the strain
Be AN 439546 of the Gamboa Virus (GAMV); and a serologic study using the
Hemagglutination Inhibition (HI) test in serum samples of wild animals and
humans collected in Tucurui - Para. The phylogenetic analysis of Gamboa
group viruses demonstrated that they are genetically closely related to group
Turlock viruses and less related to the Simbu group viruses. The group
Gamboa viruses were distributed in two clades (I and 1), that it is in agreement
with the current serologic classification; the clade | correspond to the Gamboa
complex and the clade Il to the Alajuela complex. The strain Be AN 439546
presented tropism for chikens lung and liver, with viral replication in this organs
confirmed by detection of viral antigens by immunohistochemistry. These
results, demonstrate that this bird species is a susceptible host for GAMV
replication. The detection of HI antibodies against GAMV, confirmed by
neutralization tests were found in wild bird plasmas and reinforces the
hypothesis that these animals constitute the main amplification hosts in the
maintenance cycle of GAMV. Full length genome studies of the Gamboa
serogroup viruses, as well as on the ecoepidemiology of their vectors and
potential vertebrate hosts are needed to generate new data and to reinforce the

understanding of the information already existent on those viruses.
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1 INTRODUCAO

1.1 FAMILIA BUNYAVIRIDAE

1.1.1 Caracteristicas Gerais

A familia Bunyaviridae foi estabelecida no ano de 1975 para
compreender uma ampla variedade de virus que compartilhavam propriedades
morfolégicas e antigénicas em comum, de forma que, nos dias atuais,
representa uma das maiores familias de virus conhecidas. A familia possui
mais de 300 virus distribuidos em cinco géneros (Orthobunyavirus, Hantavirus,
Nairovirus, Phlebovirus e Tospovirus) e mais de 40 virus que permanecem nao
classificados. Os quatro primeiros géneros possuem virus que, em geral,
infectam animais e o ultimo género contém virus conhecidos por infectarem
mais de 650 espécies de plantas. Devido a essa ampla variedade de virus, os
bunyavirus apresentam uma consideravel diversidade de comportamento
bioldgico, codificacdo genética e estratégia de replicacao (Karabatsos, 1985,
Gonzales-Scarano & Nathanson, 1996; Elliott, 2008).

Biologica e epidemiologicamente, os virus da familia Bunyaviridae
compartilham uma ampla variedade de caracteristicas, sendo a maioria deles
caracterizados como arbovirus, uma vez que mantém seus ciclos de vida
envolvendo artropodes hematdéfagos e hospedeiros vertebrados suscetiveis.
Sao transmitidos através da picada de artropodes hematéfagos, principalmente

mosquitos, carrapatos e flebotomineos, sendo que nestes insetos hematéfagos
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os virus se replicam aparentemente sem causarem danos evidentes, mantendo
uma infeccdo persistente, ndo letal e provavelmente por toda a vida. Os
hospedeiros vertebrados representados, principalmente, por animais silvestres
(roedores, mamiferos, marsupiais e aves), sao utilizados pelos virus para a sua
manutencao e persisténcia em natureza, sendo que a infecgdo nesses animais
€ comumente aguda com um breve periodo de viremia. Em geral, a infecgéo
em humanos € acidental e ocorre quando as pessoas se expdem ao contato
com transmissores infectados dos virus (Gonzalez-Scarano & Nathason, 1996;
Nichol, et al., 2005; Schmaljonh & Nichol, 2007).

Existem excecbOes a essas caracteristicas, pois os hantavirus nao
sdo considerados arbovirus, sendo transmitidos aos humanos mediante
inalacdo de excreta aerolizada de roedores infectados. Cada hantavirus
mantém seu ciclo de vida em uma unica espécie de roedor hospedeiro, sendo
que nesses animais, o0s hantavirus causam uma infeccdo persistente
assintomatica. Ja os tospovirus sao transmitidos através de tripes (espécie de
piolho) entre plantas, sendo capazes de se replicar tanto no inseto como nas
plantas (Bishop & Shope, 1979; Gonzalez-Scarano & Nathanson, 1996; Nichol,
et al., 2005; Elliott, 2008).

Alguns membros da familia Bunyaviridae estdo associados com
infeccbes severas e/ou fatais em humanos, com a sintomatologia variando
entre casos febris, encefalites, febres hemorragicas e sindromes respiratérias e
renais fatais. Outros bunyavirus sao conhecidos por infectarem animais e
plantas, causando sérios danos a economia mundial (Quadro 1). Existem ainda

muitos outros virus da familia Bunyarividae que se desconhece até o momento
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associacao com doenca ou mesmo infecgdo em humanos. (Gonzalez-Scarano

& Nathanson, 1996; Elliott, 1997; Schamoljohn & Patterson, 2001; Elliott, 2008).

Quadro 1 — Principais virus da familia Bunyaviridae que causam doenga em

humanos, outros vertebrados e plantas.

GENERO/VIRUS DOENCA VETOR DISTRIBUICAO
Orthobunyavirus
Akabane Aborto e defeito congénito em Culicoides Africa, Asia,
gado Australia
Cache Valley Defeito congénito em gado e Mosquito Ameérica do
ovelha Norte
La Crosse Encefalite em humanos Mosquito Ameérica do
Norte
Oropouche Doenca febril em humanos Culicoides América do Sul
Tahyna Doenca febril em humanos Mosquito Europa
Tacaiuma Doenca febril em humanos Mosquito América do Sul
Guaroa Doenca febril em humanos Mosquito América do Sul
Caraparu Doenca febril em humanos Mosquito América do Sul
Catu Doenca febril em humanos Mosquito Ameérica do Sul
Hantavirus
Hantaan Febre hemorragica severa com Camundongo | Europa Oriental
sindrome renal em humanos do campo e Asia
(Mortalidade: 5 a 15%)
Seoul Febre hemorragica moderada Rato Mundialmente
com sindrome renal em sinantropico
humanos (Mortalidade: 1%)
Puumala Febre hemorragica moderada Rato silvestre Europa
com sindrome renal em Ocidental
humanos (Mortalidade: 0,1%)
Sin Nombre Sindrome cardiopulmonar em Rato silvestre Ameérica do
humanos (Mortalidade: 50%) Norte
Andes Sindrome cardiopulmonar em Rato silvestre | América do Sul
humanos
Laguna negra Sindrome cardiopulmonar em Rato silvestre | América do Sul
humanos
Nairovirus
Crimean-Congo Febre hemorragica em humanos | Carrapatos e Europa
(Mortalidade: 20 a 80%) Culicéides Oriental, Africa,
Asia
Nairobi Febre, gastrenterite e aborto em Carrapatos, Africa e Asia
ovelhas e cabras Culicéides e

Mosquitos
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Quadro 1 — Principais virus da familia Bunyaviridae que causam doenga em
humanos, outros vertebrados e plantas.

(Continuacéao)

GENERO/VIRUS DOENCA VETOR DISTRIBUICAO
Phlebovirus
Rift Valley fever Encefalite e febre
hemorragica em humanos
(Mortalidade: 1 a 10%). Mosquitos fp
. " h Africa
Hepatite necratica, Flebotomineos

hemorragia e aborto em
ruminantes domeésticos

Sandfly fever Doenca febril em humanos Flebotomineos | Europa e Africa
Tospovirus

Tomato-spotted Varios sintomas em mais de | Tripes (piolho) | Mundialmente

wilt 650 especies de plantas

Fonte: Adaptado de Elliot, 2008

1.1.2 Estrutura viral

1.1.2.1 Morfologia e organizacg&o estrutural

Os integrantes da familia Bunyaviridae possuem morfologia esférica
ou pleomdrfica, com 80 a 120 nm de diametro. Os bunyavirus possuem quatro
proteinas estruturais, sendo duas internas (N e L) e duas glicoproteinas
externas, chamadas Gn e Gc, as quais estdo inseridas em um envelope
lipidico. As proteinas N (£ 2.100 copias por virus) e L (25 copias por virus)
encontram-se associadas aos segmentos gendmicos de RNA, formando o
ribonucleocapsideo (RNC) ou nucleocapsideo (Figura 1) (Gonzalez-Scarano &
Nathanson, 1996; Nichol, et al., 2005; Schmaljohn & Nichol, 2007; Elliott, 2008).
Os bunyavirus n&o codificam proteinas de matriz, as quais possuem a fungéo

de estabilizar a estrutura interna das particulas virais. Acredita-se que a
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interacdo entre o nucleocapsideo e os dominios citoplasmaticos das
glicoproteinas inseridas na membrana viral seja importante para a estabilizagdo

da estrutura viral (Elliott, 1990; 2008).

Glicoproteinas (Gn e Gc)

Polimerase (Proteina L)

80 — 120nm

Figura 1 — Esquema da organizagao estrutural e morfologia dos integrantes da

familia Bunyaviridae.

Fonte: Adaptado de  www..expasy.org/viralzone/all_by protein/82.html;

www.ncbi.nlm.nih.qov/ICTVdb/Ictv/fs bunya.htm
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1.1.2.2 Propriedades bioquimicas e biofisicas

Os integrantes da familia Bunyaviridae possuem como propriedades
bioquimicas e biofisicas um conteudo de 2 % de RNA, 58 % de proteinas, 33 %
de lipideos e 7 % de carboidratos; o coeficiente de sedimentagao varia de 400
a 500 S e sua densidade de flutuacdo em gradiente de sucrose é de 1,16 a
1,18 g/cm3 e em gradiente de CsCl é de 1,20 a 1,21 g/cm3. O tratamento do
virus com solventes lipidicos ou detergentes nao ibnicos removem o envelope
viral, resultando na perda da capacidade de infeccao das particulas virais

(Gonzalez-Scarano & Nathanson, 1996; Schmaljohn & Nichol, 2007).

1.1.3 Estrutura e Organizacdo Genética

1.1.3.1 Genoma Viral

Os bunyavirus possuem o material genético constituido por trés
segmentos de RNA fita simples sentido negativo ou ambisense, designados de
L (large), M (medium) e S (small). Todos os trés segmentos gendmicos
possuem uma sequéncia nucleotidica complementar nos terminais 5" e 3,
sendo altamente conservados entre virus de um mesmo género, porém
diferentes entre virus de géneros distintos (Quadro 2). Esta
complementariedade nucleotidica permite que ocorra o pareamento de base
das duas extremidades terminais formando estruturas de RNA circulares e/ou
do tipo panhandle, as quais s&o observadas por microscopia eletrénica (Bishop

et al., 1980; Nichol, et al., 2005; Schmaljohn & Nichol, 2007).
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Quadro 2 — Sequéncia nucleotidica dos terminais 5" e 3" dos genes S, M e L

de representantes da familia Bunyaviridae.

GENERO/VIRUS

SEQUENCIA

TAMANHO DO GENE
Pares de bases - (GenBank)

NUCLEOTIDICA Segmento | Segmento | Segmento
S M L

Ortobunyavirus/ | 3" UCAUCACAUG- 961 4458 6875
Virus Bunyamwera | 5" AGUAGUGUGC- (D00353) | (M11852) | (X14383)

Hantavirus/ Virus | 3 AUCAUCAUCUG- 1696 3616 6533
Hantaan 5" UAGUAGUAUGC- | (M14626) | (M14627) | (X55901)

Nairovirus/ Virus | 3" AGAGUUUCU- 1712 4888 12255
Dugbe 5" UCUCAAAGA- (M25150) | (M94133) | (U15018)

Phlebovirus/ Virus | 3" UGUGUUUC- 1690 3885 6404
Rift Valley 5"  ACACAAAG- (X53771) | (M11157) | (X56464)

Tospovirus/ Virus | 3" UCUCGUUA- 2916 4821 8897
Tamato spotted wilt | 5° AGAGCAAU- (D00645) | (S48091) | (D10066)

Fonte: Schmaljohn & Nichol, 2007

1.1.3.2

Estratégia de Codificagdo do Genoma Viral

O segmento L dos bunyavirus codifica uma proteina com atividade

de RNA polimerase dependente de RNA (proteina L), que realiza a replicagéo e

transcricdo dos segmentos genémicos de RNA dos virus. Todos os bunyavirus

usam como estratégia de codificagdo do segmento L o sentido negativo, ou

seja, um RNA mensageiro (RNAm) complementar sentido positivo é necessario

para a replicagdo do RNA viral (Figura 2). O tamanho do segmento L dos

orthobunyavirus, hantavirus e phlebovirus €& similar (aproximadamente 6.500

nucleotideos), enquanto que dos nairovirus e tospovirus € maior, com cerca de

12.000 e 9.000 nucleotideos, respectivamente (Schmaljonh, 1996; Nichol, et

al., 2005; Schmaljonh & Nichol, 2007; Elliott, 2008).
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O segmento M codifica no RNAmM complementar senso um precursor
polipeptidico que da origem, apos clivagem co-traducional do produto primario
do gene (com excegao para 0s nairovirus), as glicoproteinas de superficie Gn e
Gc (Schmaljonh, 1996; Nichol, et al., 2005; Schmaljonh & Nichol, 2007; Elliott,
2008). Essas proteinas estdo associadas a varios atributos biolégicos dos
virus, tais como a atividade da hemaglutinina (hemaglutinacdo de hemacias de
ganso), viruléncia, tropismo celular, neutralizagao e fusao celular (Schmaljonh,
1996; Elliott, 2008).

O segmento M dos virus do género Orthobunyavirus codifica ainda
uma proteina nao estrutural chamada NSm, em uma regido do gene localizada
entre as glicoproteinas Gn e Gc, enquanto alguns phlebovirus codificam esta
proteina numa regido codificadora anterior a das glicoproteinas, com excecéao
para o Virus Uukuniemi (VUUK) que nao codifica esta proteina. Os tospovirus
também codificam a proteina NSm, porém usando como estratégia de
replicacéo o sentido ambisenso (Figura 2) (Schmaljonh & Nichol, 2007; Elliott,
2008).

Por sua vez, o segmento S codifica uma proteina do nucleocapsideo
(N) e para os virus dos géneros Orthobunyavirus (com exceg¢ao de seis virus
dos grupos Anopheles A, Anopheles B e Tete), Phlebovirus e Tospovirus
codificam ainda uma proteina nao estrutural NSs. Para os orthobunyavirus as
duas proteinas sao traduzidas a partir do mesmo RNAm, sendo que cada
proteina possui um codon alternativo de inicializacdo. Ja os hantavirus e
nairovirus codificam a proteina N a partir de uma Unica matriz de leitura aberta

(Open Reading Frame — ORF) encontrada no segmento S de RNA
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complementar senso. Os phlebovirus e tospovirus codificam as proteinas N
usando como estratégia de replicacdo o sentido ambisenso (Figura 2)
(Gonzalez-Scarano & Nathanson, 1996; Schamoljohn & Patterson, 2001;

Nichol, et al., 2005; Schmaljonh & Nichol, 2007; Elliott, 2008).

Segmento S Segmento M Segmento L

3" 961nts 5 3 4458 nts 5 6875 nts

Orthobunyavirus /

Virus Bunyamwera 8 N 2 s GrfnsnfGe 1101 _

32kDa 18kDa

1696 nts 5 3 3916 nts 6530 nts 5
Hantavirus /
Virus Hantaan N 48 kDa ..n 55k[.c 70 kI:..> _
1712 nts 5 4888 nts 12225 nts
; N 50 kDa
Vitus Dugbe _
1720 nts 5 3231 nts 6423 nts

Virus Uukuniemi
SS 32 kD

3 2916 nts 5 3 4821 nts 8897 nts

Tospovirus / .-
Virus Tomato iGN 46kpa] GC 110 kDa | _
spotted wilt 4..

37 kDa

Fonte: Adaptado de Elliott, 2008.

Figura 2 — Organizagao e estratégia de codificagdo dos segmentos genémicos
dos integrantes da familia Bunyaviridae. Os RNAs gendmicos estédo
representados por linhas e os produtos dos segmentos gendmicos por

retangulos solidos.
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1.1.4 Ciclo de Replicacao Viral

Todos os estagios da replicagao viral dos integrantes da familia
Bunyaviridae ocorrem no citoplasma da célula hospedeira (Nichol et al., 2005).
Inicialmente, ocorre a ligagdo das glicoproteinas virais Gn e/ou Gc com
receptores de superficie presentes na célula hospedeira, sendo que para a
maioria dos bunyavirus ainda ndo se conhece o tipo de receptor celular usado
nesta etapa da replicacdo viral. Apdés a ligagdo do virus com a célula
hospedeira, ocorre a entrada das particulas virais no citoplasma da célula,
através de processo de endocitose. Acredita-se que a acidificagdo da vesicula
endossomal promova a mudanga conformacional em Gn e/ou Gc, o que
permite a fusdo das membranas endossomal e viral e a consequente liberagao
do material genético do virus no citoplasma da célula (Schmaljonh, 1996;
Nichol et al., 2005; Schmaljonh & Nichol, 2007; Elliott, 2008).

Apos a liberagdo do material genético no citoplasma celular, o
genoma sofre, inicialmente, uma transcrigao primaria pela proteina L do virus,
dando origem ao RNAmM complementar, sendo que a tradu¢gao dos RNAm dos
segmentos S e L é realizada pelos ribossomos livres no citoplasma, enquanto o
do segmento M por ribossomos ligados a membranas. Em seguida, o genoma
€ replicado para um RNA complementar sentido positivo, chamado de RNA
antigenoma. Esta molécula difere do RNAm sentido positivo, pois ndo possui a
sequéncia iniciadora no terminal 5°, e o terminal 3" se estende para o0 5" no

RNA molde (Schmaljonh & Nichol, 2007; Elliott, 2008).
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Apos a tradugao das proteinas e replicacdo dos segmentos de RNA,
ocorre a glicosilagao primaria das proteinas do envelope viral no complexo de
Golgi e a montagem das particulas virais, as quais sao transportadas por
vesiculas do complexo de Golgi e liberadas por exocitose. Tem-se observado
que para alguns virus a montagem das particulas virais ocorre na membrana
da célula hospedeira (Schmaljonh, 1996; Nichol, et al., 2005; Schmaljonh &
Nichol, 2007; Elliott, 2008). Na Figura 3 esta representado um esquema

simplificado do ciclo de replicagao dos virus da familia Bunyaviridae.
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Figura 3 — Esquema do ciclo de replicagdo dos virus da familia Bunyaviridae.

(Fonte: Adaptado de Schmaljonh & Nichol, 2007).
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1.1.5 Classificagcao e Taxonomia Viral

No passado, a classificagdo dos integrantes da familia Bunyaviridae
era realizada mediante cruzamento antigénico em testes soroldgicos classicos,
como testes de neutralizagao (TN), inibicdo da hemaglutinacéo (IH) e fixacao
do complemento (FC) (Casals, 1957; Beaty & Bishop, 1988). Porém,
atualmente, as caracteristicas moleculares do genoma e proteinas virais vém
sendo utilizadas para uma classificacdo mais eficiente, com base nas
caracteristicas bioquimicas e moleculares desses virus (Gonzales-Scarano &
Nathanson, 1996; Elliott, 2008).

Os bunyavirus sao classificados dentro de um género viral através
de reatividade cruzada usando testes sorologicos de FC, o qual detecta a
relagdo entre as proteinas N dos virus. Ja os testes de IH e TN tém sido
utilizados para distribuir os virus dentro de sorogrupos, utilizando a relagao
entre as glicoproteinas dos virus (Beaty & Bishop, 1988; Elliott, 1990; Calisher,
1996). Devido a relagao antigénica entre o Virus Bunyamwera (VBUN) e outros
virus desse grupo, Casals e Whitman (1960) e Whitman e Shope (1962)
sugeriram agrupar esses virus dentro de um supergrupo chamado de
Bunyamwera, o qual foi posteriormente mudado para género Bunyavirus,
devido as similaridades moleculares, morfogenéticas, estruturais e modo de
replicacédo dos integrantes virais desse género (Bishop et al., 1980). Mais
recentemente, o Comité Internacional de Taxonomia Viral (CITV) decidiu re-

nomear esse género para Orthobunyavirus (Elliott et al., 2000).
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1.2 GENERO ORTHOBUNYAVIRUS

O género Orthobunyavirus contém mais de 150 virus distribuidos em

18 grupos antigénicos (Quadro 3) (Gonzalez-Scarano & Nathanson, 1996;

Schmaljonh & Nichol, 2007).

Quadro 3 — Principais integrantes virais do género Orthobunyavirus.

. DISTRIBUICAO
SOROGRUPO VIRUS GEOGRAFICA DOENCA
Anopheles A Tacaiuma América do Sul Humanos
Virgin River Ameérica do Norte Sem Registro
Anopheles B Anopheles B América do Sul Sem Registro
Bakau Bakau Asia Sem Registro
Bunyamwera Africa Humanos
Cache Valley América do Norte Ovelhas, gado e
humanos
Fort Sherman América do Sul Humanos
Germiston Africa Humanos
Bunyamwera llesha Africa Humanos
Kairi América do Sul Cavalos
Main drain Ameérica do Norte Cavalos
Shokwe Africa Humanos
Wyeomyia América do Sul Humanos
Xingu América do Sul Humanos
Bwamba Africa Humanos
Bwamba —
Pongola Africa Humanos
Apeu Ameérica do Sul Humanos
Caraparu Américas do Sul e Norte Humanos
Itaqui América do Sul Humanos
Madrid América do Norte Humanos
C Marituba América do Sul Humanos
Murucutu América do Sul Humanos
Nepuyo Ameéricas do Sul e Norte Humanos
Oriboca América do Sul Humanos
Ossa América do Norte Humanos
Restan América do Sul Humanos
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Quadro 3 — Principais integrantes virais do género Orthobunyavirus.

DISTRIBUICAO

(Continuacéao)

SOROGRUPO VIRUS GEOGRAFICA DOENCA
Encefalite California América do Norte Humanos
Guaroa Ameéricas do Sul e Norte Humanos
Inkoo Europa Humanos
Califérnia Jamestown Canyon Ameérica do Norte Humanos
La crosse América do Norte Humanos
Snowshoe hare América do Norte Humanos
Tahyna (Lumbo) Europa (Africa) Humanos
Capim Capim América do Sul Sem Registro
Gamboa Gamboa Desconhecido Sem Registro
Guama Catu América do Sul Humanos
Guama Américas do Sul e Norte Humanos
Koongol Koongol Australia Sem Registro
Minatitlan Minatitlan América do Norte Sem Registro
Nyando Nyando Africa Humanos
Olifantsvlei Olifantsvlei Africa Sem Registro
Patois Patois Ameérica do Norte Sem Registro
Estero Real Ameérica do Norte Sem Registro
Simbu Akabane Africa, Asia e Australia Gado
Ingwavuma Africa e Asia Porcos
Oropouche Ameérica do Sul Humanos
Teté Bahig Africa, Europa Sem Registro
Weldona Ameérica do Norte Sem Registro
Turlock Turlock Américas do Norte e Sul Sem Registro

Fonte: Schmaljonh & Nichol, 2007

1.2.1 Genoma e Proteinas dos Orthobunyavirus

1.2.1.1

Segmento L — Proteina L

De acordo com dados publicados de sequéncias nucleotidicas

completas do segmento L de virus dos grupos antigénicos Bunyamwera,

Califérnia e Simbu, esse segmento de RNA possui em torno de 6,8 a 6,9

kilobases (Kb). No RNA viral complementar existe um unico cédon AUG-
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iniciando a ORF que codifica uma proteina de 2238 aminoacidos, chamada de
proteina L. Até o momento, ndo se tém evidéncias de outras regides
codificantes neste segmento, além disso, possui menos de 200 nucleotideos
que resultam em informagdo nao codificante (Elliott, 1990; Schmaljonh &
Nichol, 2007).

Estudos com RNAm sintetizados por proteinas L recombinantes,
revelaram que estas moléculas de RNA possuem um cap 5°, aléem de
sequéncias iniciadoras derivadas do hospedeiro, as quais sao necessarias para
a transcricao, sugerindo, desta forma, que a proteina L tem uma atividade de
endonuclease que media o processo de cap-snatching (Jin & Elliott, 1993). De
uma forma geral, pouca homologia é observada entre as proteinas L dos virus
dos diferentes géneros. Porém, alinhamento de sequéncias de aminoacidos da
proteina L do Virus La Crosse (VLAC) com sequéncias de outras polimerases
de outros virus da familia Bunyaviridae, tem identificado a presenga de motivos
conservados contendo um moddulo de polimerase comum para todas as
polimerases dependentes de RNA (Roberts et al., 1995). Varios estudos tém
demonstrado que a proteina L de virus do sorogrupo Califérnia também possui
a funcdo de atenuar a neuroviruléncia e a neuroinvasdo, porém este
mecanismo ainda permanece pouco estudado (Rozhon et al., 1981; Endres et

al., 1991).
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1.2.1.2 Segmento M — Glicoproteinas Gn / Gc e Proteina NSm

O segmento M dos orthobunyavirus possui em torno de 4.458 a
4.534 nucleotideos e a ORF contém 1.433 a 1.441 cédons (Eshita & Bishop,
1984; Lees et al., 1986; Grandy et al., 1987; Pardigon et al., 1988; Campbell &
Hung, 1999; Yanase et al., 2003) que codificam trés proteinas, sendo duas
glicoproteinas de superficie: Gn (29 a 41 kilodalton — kDa) e Gc (108 a 125
kDa), e uma proteina nado estrutural NSm (15 — 18 kDa), na forma de um
precursor polipeptidico, o qual € provavelmente clivado co-traducionalmente
para dar origem as proteinas “maduras” (Lees et al., 1986; Elliott, 1990; Nichol
et al., 2005). Virus de sorogrupos diferentes apresentam, para o segmento M,
uma pequena sequéncia homdloga, enquanto os virus de um mesmo
sorogrupo mostram uma similaridade mais proxima entre si, com cerca de 66 %
para Gn, 40 % para Gc e 50 % para NSm (Pringle, 1991).

Estudos de alinhamento de sequéncias nucleotidicas do segmento
M de virus dos sorogrupos Bunyamwera e Califérnia identificaram trés sitios de
glicosilagcdo em potencial (que sao relativamente ricos em residuos de cisteina
e em dominios hidrofébicos terminais N e C), que sado conservados nas
proteinas Gn e Gc desses virus (Lees et al., 1986; Pardigon et al., 1988).
Entretanto, para o Virus Oropouche (VORO) foi encontrado apenas dois sitios
de glicosilacdo, os quais apenas na proteina Gc € conservado (Wang et al.,
2001). Acredita-se que estas regides conservadas estdo envolvidas com
epitopos de neutralizagdo e protecdo (Wang et al.,, 1993). Ja Cheng e

colaboradores (2000), demonstraram que a regido conservada da glicoproteina
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Gn possui determinantes antigénicos tipo-especificos para anticorpos
hemaglutinantes e neutralizantes, os quais sao usados para classificar os virus
dentro dos sorogrupos. Para a glicoproteina Gc, acredita-se que ela seja o
principal determinante para a realizacdo da etapa de adsor¢ao durante o ciclo
de replicacdo dos virus nas células de mamiferos, assim como estaria
envolvida no processo de fusdo do envelope viral com a membrana celular
(Pobjechy et al., 1986; Pekosz et al., 1995). Além dessas fungdes, esta
glicoproteina também parece estar envolvida na determinagdo da viruléncia
(Gonzalez-Scarano, et al., 1985; Elliott, 1990).

Estudos demonstraram que a proteina nao estrutural NSm é uma
proteina integral de membrana que esta localizada no complexo de Golgi, fato
este que tem levado os pesquisadores a sugerirem que a NSm pode estar
envolvida no processo de montagem e morfogénese das particulas virais (Shi
et al., 2006). Para a realizacdo desses processos, acredita-se que trés
dominios hidrofobicos e dois nao-hidrofébicos presentes na proteina NSm,
podem ser utilizados. Esses dominios podem ainda atuar como uma sequéncia
de sinal interno para a atuacao da glicoproteina Gc (Shi et al., 2006). Tem sido
também demonstrado que o dominio N terminal da proteina NSm é requerido
para a multiplicagcdo do virus em culturas de células infectadas (Pollit et al.,

2006)
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1.2.1.3 Segmento S — Proteinas N e NSs

Estudos das sequéncias nucleotidicas do segmento S de virus do
género Orthobunyavirus determinaram um comprimento de 754 a 1021 pares
de bases. Para a proteina N, tem sido demonstrado que a sequéncia
nucleotidica de virus de um mesmo sorogrupo apresenta 80 % de similaridade,
caindo para 40 % para virus de sorogrupos diferentes (Elliott, 1990). O
alinhamento de sequéncias nucleotidicas e de aminoacidos de virus dos
grupos antigénicos Bunyamwera, Califérnia e Simbu, revelou a presenca de
algumas regides conservadas na proteina N, as quais tém sido sugeridas
estarem associadas com anticorpos fixadores de complemento e reacéo
cruzada entre virus dentro de um mesmo sorogrupo (Akashi et al., 1984; Dunn
et al., 1994; Bowen et al., 1995; Saeed et al., 2001). Outro estudo com o VBUN
demonstrou que a proteina N se liga especificamente ao terminal 5" do
segmento S, o qual deve possuir o sinal para a proteina N iniciar a
encapsidacao do genoma viral (Osborne & Elliott, 2000).

A proteina nao estrutural NSs dos orthobunyavirus possui entre dez
a 13 kDa e é traduzida a partir do mesmo RNAm, usando codons iniciadores
AUG- alternativos na ORF (Akashi & Bishop, 1983; Elliott, 2008). Nao existem
sequéncias conservadas na NSs de virus de diferentes géneros, entretanto
algumas sequéncias idénticas foram observadas entre virus de um mesmo
género (Dunn et al., 1994). A proteina NSs nao participa do processo de
replicacéo, embora seja considerada um fator acessério de viruléncia (Elliott,

2009).
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Estudos tém demonstrado que a proteina NSs parece atuar como
um antagonista da resposta do interferon (IFN) do hospedeiro (Elliott, 2009).
Weber e colaboradores (2002) demonstraram essa caracteristica em estudos
com o VBUN, onde a proteina NSs bloqueava a ativacao da transcricao de IFN-
B, contribuindo, desta forma, com a patogénese do virus. Bridgen e
colaboradores (2001) e Kohl e colaboradores (2003), demonstraram que esta
proteina também €& capaz de inibir a sintese das proteinas da célula hospedeira
e retardar o estagio inicial de morte celular, inibindo o processo de apoptose
mediado por IRF-3. Em um recente trabalho, Mohamed e colaboradores (2009)
demonstraram que seis virus dos sorogrupos Anopheles A, Anopheles B e Tete
nao codificam a proteina NSs, devido a presenca de varios cdédons de parada

ao longo da ORF desses virus.

1.2.2 Transmissao dos Orthobunyavirus

Quase todos os membros desse género sao transmitidos por
mosquitos (uma minoria por carrapatos e culicoides) e utilizam uma ampla
variedade de hospedeiros vertebrados para a amplificacdo de seus ciclos de
manutencdo. As transmissdes transovariana e venérea tém sido registradas
para alguns orthobunyavirus, tais como o VLAC e Virus Gamboa (VGAM)
(Thompson & Beaty, 1977; Bishop et al., 1980; Dutary et al., 1989). Esses dois
modos de transmissao sdo importantes e essenciais, uma vez que asseguram
a sobrevivéncia dos virus, principalmente durante condicbes adversas do

tempo (Beaty & Bishop, 1988; Elliott, 2009).
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Em geral, os ciclos de transmissdo dos orthobunyavirus nao sao
complexos e apresentam uma notavel estabilidade em sua manutengado e
transmissao, utilizando, em geral, apenas uma espécie de vetor artropode, tal
como observado para os VLAC, Virus Snowshoe hare (VSSH) e Virus
Trivittatus (VTVT) que utilizam, respectivamente, como vetores, os mosquitos
Aedes triseriatus, Aedes communis e Aedes trivittatus. Uma excec¢ao a essa
caracteristica dos orthobunyavirus é o Virus Rift Valley (VRFV), que tem sido
isolado de mais de 40 espécies de mosquitos de diferentes géneros, assim

como de flebotomineos (Elliott, 2009).

1.2.3 Epidemiologia dos Orthobunyavirus

1.2.3.1  Grupo Antigénico Anopheles A

Os virus do sorogrupo Anopheles A sdao comumente isolados de
varios mosquitos, especialmente anofelinos e culicineos, tanto na América do
Sul quanto na América do Norte. Dados obtidos de inquéritos sorologicos
demonstraram que alguns virus desse grupo antigénico causam infeccao
natural em animais domésticos e selvagens, tais como gado, porcos, cavalos,
aves silvestres, roedores e morcegos (Bishop, 1996). O Virus Tacaiuma
(VTCM) é mantido em natureza através de um ciclo que envolve mosquitos dos
géneros Haemagogus e Anopheles como principais vetores, e diversos grupos
de animais, especialmente macacos, como hospedeiros vertebrados. O VTCM

foi isolado até o momento apenas na Amazébénia e no Estado de Sao Paulo,
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embora imunidade para esse virus tenha sido registrada na Guiana Francesa e
Argentina. Casos esporadicos e isolados de infeccédo pelo VTCM em humanos
tém sido relatados, sendo a doencga caracterizada por uma sindrome febril,
acompanhada por cefaléia, calafrios, mialgias e astenia, que dura em torno de
trés dias de evolugao, culminando com a completa recuperagdo do paciente

(Vasconcelos et al., 1992; 1998; Travassos da Rosa, et al., 1997).

1.2.3.2  Grupo Antigénico Califérnia

Os virus desse grupo sao todos transmitidos por mosquitos e
possuem uma ampla distribuicdo geografica, sendo encontrados nas Américas
do Sul e do Norte, Asia, Europa e Africa (Calisher, 1983). Muitos virus desse
sorogrupo estdo associados com infecgdes em humanos causando,
principalmente, casos de encefalites, tais como os Virus da Encefalite
Califérnia (VEC), Virus Jamestown Canyon (VJC), Virus Inkoo (VINK), VLAC,
VSSH e VTVT. Juntos, esses virus sao responsaveis por causar
aproximadamente 60 a 130 casos de encefalite por ano nos Estados Unidos
(Schmaljonh & Nichol, 2007). A infeccdo em humanos pelo VLAC raramente é
fatal (< 1 %), embora a doengca aguda seja severa e alguns pacientes
apresentem ataques epiléticos, cerca de 10 % deles tornan-se cronicos (Elliott,
1997).

O Virus Tahyna (VTAH) foi isolado de um lote de mosquitos Aedes
caspius em 1958 na Czechoslovaquia e encontra-se amplamente distribuido na

Europa central e Asia. Tem sido associado a uma doenca febril indiferenciada
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com sintomas parecidos com influenza, podendo ainda estar associado a
pneumonia e pleurisia, artrite aguda, faringite e ocasionalmente envolvimento
do sistema nervoso central (SNC). Anticorpos especificos para o VTAH tém
sido detectados com alta prevaléncia em humanos, aves e mamiferos (Elliott,
1997; Gratz, 2006; Lu et al., 2009).

No Brasil, observa-se a ocorréncia do Virus Guaroa (VGRO)
infectando o homem. Esse virus causa uma doenca febril de evolugao
autolimitada, com quadro clinico caracterizado por febre elevada (39 °© a 40 °C),
cefaléia, calafrios e mialgias. Todos os casos registrados da doenca ocorreram
em pessoas que viviam em areas urbanas com intenso contato com a floresta.
A prevaléncia de anticorpos para o VGRO varia de 8 a 18 % na populagéo da
Amazébnia brasileira, sendo mais elevada, principalmente, naqueles que vivem
as proximidades das florestas (Vasconcelos et al., 1992; 1998; Travassos da

Rosa, et al., 1997).

1.2.3.3  Grupo Antigénico Bunyamwera

O VBUN, protétipo da familia Bunyaviridae e do género
Orthobunyavirus, causa uma doenca febril aguda com dor de cabeca, artralgia
e exantema em humanos registrada na regido do Sub-Saara africano. Uma
grande percentagem (> 82 %) de anticorpos para o VBUN foi detectada na
populacdo dessa area africana, demonstrando a ampla circulacéo desse virus
naquele continente (Nichol, 2001; Schmaljonh & Nichol, 2007). Recentemente,

o Virus Ngari (originado a partir de um rearranjo genético entre os VBUN e
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Virus Batai — VBAT) foi associado com casos de febre hemorragica no Quénia
e Somalia e a grandes epidemias de doenca febril aguda no Sudao (Bowen et
al., 2001; Schmaljonh & Nichol, 2007). O Virus Cache Valley (VCV) é
encontrado nos Estados Unidos, Canada e México, infectando ovelhas e,
possivelmente, ruminantes. Esse virus € responsavel por causar morte fetal,
aborto e multipla ma formagdao em ovelhas, e a partir de um caso fatal de
encefalite em humano confirmado pelo VCV, esse virus desde entdo tem sido
relacionado a casos de encefalite nos Estados Unidos (Sexton et al., 1997;
Campbell et al., 2006).

No Brasil, o Virus Xingu (VXIG) foi isolado de um paciente febril que
desenvolveu uma sindrome ictero-hemorragica e faleceu. Os exames
posteriores mostraram que o paciente também se encontrava infectado com o
Virus da hepatite B e desenvolveu hepatite fulminante (Vasconcelos et al.,

1992; 1998).

1.2.3.4 Grupo Antigénico Simbu

O sorogrupo Simbu possui mais de 20 virus, dos quais alguns estao
relacionados com doenga em humanos. O VORO tem causado significantes
epidemias de doenca febril, conhecida como febre do Oropouche, acometendo
milhares de pessoas, principalmente, na Amazonia brasileira. O quadro clinico
€ caracterizado por febre acompanhada de cefaléia, mialgias, artralgias e
outras manifestagdes sistémicas (Pinheiro et al., 1981; Nunes et al., 2007).

Fora do Brasil, ocorreram epidemias no Panama e no Peru (Azevedo et al.,
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2007). Outros dois virus, desse grupo antigénico, estdo associados com
doenga em animais, sao os Virus Akabane (VAKA) e Virus Aino (VAINO). Tais
virus tém causado aborto e ma formacao congénita em gado, ovelhas e cabras,
encontrando-se amplamente distribuidos no sudeste e oeste da Asia e na
Australia, causando sério impacto econdémico na criagdo desses rebanhos

nessas areas (Inaba et al., 1975; Schmaljonh & Nichol, 2007).

1.2.3.5 Grupo Antigénico C

Um total de 13 virus desse grupo antigénico tem sido isolado de
humanos e animais silvestres, como roedores, marsupiais € morcegos, bem
como de animais sentinelas. Encontram-se distribuidos geograficamente em
areas tropicais e subtropicais das Ameéricas, incluindo os Estados Unidos,
México, Panama, Honduras, Guatemala, Trinidad, Brasil, Peru, Equador
Venezuela e Guiana Francesa (Karabatsos, 1985; Shope et al., 1988). Dos 13
virus desse grupo, dez [Virus Caraparu (VCAR), Virus Oriboca (VORI), Virus
Itaqui (VITQ), Virus Nepuyo (VNEP), Virus Apeu (VAPEU), Virus Marituba
(VMTB), Virus Murutucu (VMUR), Virus Restan (VRES), Virus Ossa (VOSSA) e
Virus Madrid (VMAD)] estdo associados com doenga em humanos, com uma
sintomatologia parecida com a dengue, onde febre, cefaléia, mialgias, nausea,
vomito e fraqueza sdo os principais sintomas clinicos (Nunes et al, 2005). A
maior prevaléncia de anticorpos na Amazébnia brasileira tem sido observada

para o VCAR (Travassos da Rosa et. al., 1997; Azevedo et. al., 2007).
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1.2.3.6  Grupo Antigénico Guama

Os virus desse sorogrupo tém sido isolados de aves silvestres,
morcegos € uma variedade de animais domésticos (gado, porcos e ovelhas) e
animais sentinelas. Os roedores e marsupiais estdo associados como
hospedeiros para membros do grupo Guama, assim como diversos mosquitos
atuam como vetores. Encontram-se distribuidos geograficamente nas Américas
do Sul e do Norte (Karabatsos, 1985; Bishop, 1996). Na Amazodnia brasileira
observa-se a ocorréncia de sete virus desse grupo, porém apenas dois estado
envolvidos com infec¢gdes em humanos, os Virus Catu (VCATU) e Virus Guama
(VGMA). Esses virus determinam um quadro de sindrome febril, acompanhado
por cefaléia e calafrios que costumam ser intensos, além de mialgias, fotofobia
e anorexia. Os sintomas persistem por até cinco dias, evoluindo para a
recuperagcao completa e gerando imunidade especifica (Travassos da Rosa et

al., 1997; Vasconcelos et al.,1992, 1998).

1.2.3.7 Demais Grupos Antigénicos

Dos demais sorogrupos apenas os Bwamba e Nyando apresentam
virus que estdo associados com infecgdoes em humanos. Os virus desses dois
grupos antigénicos sdo encontrados apenas na Africa e estdo relacionados
com casos febris em humanos, a partir dos quais varios isolamentos ja foram
obtidos. Anticorpos para os virus do grupo Bwamba tém sido detectados em

humanos, animais domésticos e aves (Bishop & Shope, 1979; Karabatsos,
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1985). Para os virus dos dez sorogrupos restantes (Anopheles B, Bakau,
Capim, Gamboa, Koongol, Minatitlan, Olifantsvlei, Patois, Tete e Turlock)
nenhum isolamento viral a partir de material de humano foi realizado até o
momento, ndo associando, desta forma, esses virus com infecgdo em humanos

(Karabastos, 1985; Elliott, 2008).

1.3 SOROGRUPO GAMBOA — VIRUS GAMBOA (VGAM)

O VGAM (Cepa MARU-10962), prototipo do sorogrupo Gamboa, foi
isolado pela primeira vez a partir de um lote de 18 fémeas adultas de
mosquitos da espécie Aedeomyia squamipennis, coletadas em 20 de dezembro
de 1962 na cidade de Gamboa na Republica do Panama (Karabatsos, 1985).
Posteriormente, quatro isolamentos virais adicionais relacionados ou idénticos
ao VGAM foram obtidos a partir de Aedeomyia squamipennis no Panama.
Desses isolamentos, a cepa MARU-11079 mostrou ser relacionada, porém nao
idéntica a cepa prototipo MARU-10962 do VGAM em testes soroldgicos de FC,
IH e TN (Calisher et al., 1981).

Calisher e colaboradores (1981) em um estudo de coleta de
mosquitos realizado no Panama, Equador e Argentina durante os anos de 1974
a 1978 isolaram 27 cepas virais a partir de Aedeomyia squamipennis, sendo
que desses isolamentos, trés mostraram-se distintos da cepa protétipo do
VGAM. Como resultado desse estudo, foi estabelecido o sorogrupo Gamboa
compreendendo dois complexos antigénicos (Complexo Gamboa e Complexo

Alajuela), cada um com dois sorotipos diferentes, o VGAM e Virus Pueblo Viejo
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(VPV) e o Virus Alajuela (VALJ) e Virus San Juan (VSJ), respectivamente.
Posteriormente, Calisher e colaboradores (1988), identificaram uma nova cepa
viral pertencente ao sorogrupo Gamboa, complexo Alajuela, que apresenta
uma relacdo antigénica mais proxima ao Virus Alajuela, sendo, porém distinto
desse. A esse novo virus os autores chamaram de Virus Brus Laguna (VBL).

A organizacdo esquematica atual do sorogrupo Gamboa com seus
dois complexos antigénicos pode ser visualizada na Figura 4 (Calisher, et. al.,

1981).

Virus Gamboa ]

COMPLEXO
ANTIGENICO

GAMBOA Virus Pueblo viejo ]

SOROGRUPO
GAMBOA

Virus Alajuela

COMPLEXO

L Virus San Juan
ANTIGENICO

Virus Brus laguna

Figura 4 — Organizagao do sorogrupo Gamboa com seus dois complexos
antigénicos.

Fonte: Adaptado de Calisher et al., 1981)
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Outros isolamentos de virus pertencentes ao sorogrupo Gamboa
foram realizados em anos subsequentes a partir de mosquitos Aedeomyia
squamipennis. Mitchell e colaboradores (1985) em um trabalho de investigacao
de arbovirus na Argentina, realizado nos anos de 1977 a 1980, conseguiram
isolar oito cepas virais do sorogrupo Gamboa, todas a partir de lotes de
mosquitos Aedeomyia squamipennis. No Equador, foram obtidas por Calisher e
colaboradores (1983) seis amostras virais identificadas por testes de FC e TN
como o VSJ e trés como o VPV, todas também isoladas a partir mosquitos da
espécie Aedeomyia squamipennis.

Em um trabalho de coleta de dados virologicos realizado nos anos
de 1985 a 1989, apds a conclusao da hidrelétrica de Tucurui, no estado do
Para, foi obtido o isolamento original no Brasil da cepa BE AN 439546 do
VGAM a partir do sangue de uma ave silvestre da espécie Geotrygon montana,
familia Columbidae (Dégallier et al., 1992a; 1992b). Posteriormente, neste
mesmo local, foi possivel realizar o isolamento de outras 92 cepas virais
relacionadas ao sorogrupo Gamboa. No total, 93 cepas de virus relacionadas
ao sorogrupo Gamboa foram isoladas, sendo 90 amostras obtidas a partir de
mosquitos Aedeomyia squamipennis, duas a partir do sangue de aves
silvestres e uma a partir de mosquitos Anopheles triannulatus (SAARB — IEC,
dados nao publicados).

Os isolamentos virais dos membros do grupo antigénico Gamboa
obtidos até o momento foram procedentes de paises da América Latina, como

Argentina, Panama, Equador, Venezuela, Honduras e Brasil (Figura 5).
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Isolamento da cepa
prototipo brasileira
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Virus Gamboa a
partir do sangue de
uma ave silvestre no
Estado do Par3a,
além do isolamento
de mais de 90 cepas
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Figura 5 — Distribuicao geografica dos virus do sorogrupo Gamboa.
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A maioria absoluta dos virus do sorogrupo Gamboa foi obtida a partir
de mosquitos da espécie Aedeomyia squamipennis, havendo como excecao
apenas dois isolamentos de Mansonia dyari (Galindo et al., 1983) e um de
Anopheles triannulatus (Dégalier et al., 1992a; Vasconcelos et al., 2001),
demonstrando que esta espécie de mosquito € provavelmente o principal vetor
em potencial para a transmissdo dos virus do sorogrupo Gamboa (Figura 6).
Além dos isolamentos a partir de artropodes hematéfagos, quatro cepas do
VGAM foram obtidas a partir do sangue de aves silvestres (Dégalier et al.,
1992a).

Adicionalmente, estudos soroldgicos realizados no Panama,
Equador e Argentina, demonstraram a presenca de anticorpos neutralizantes
para o0 VGAM em uma grande quantidade de soro de varias espécies de aves
silvestres e domésticas, tais como galinhas, patos, pombos, perus e gansos,
implicando estes animais como hospedeiros em potencial para o VGAM (Figura
6). Por outro lado, quantidade inexpressiva ou quase nula de anticorpos para
esse virus foi encontrada em soro de outras espécies de animais silvestres,
como roedores e carnivoros (Calisher et al., 1981; Monath et al., 1985).

Desde o isolamento da cepa protétipo MARU — 10962 do VGAM no
ano de 1962 e o estabelecimento do sorogrupo Gamboa a partir de testes
soroldgicos no ano de 1981 (Calisher et al.,, 1981), nenhum estudo adicional
com estes virus foi realizado. Até o momento, se desconhece associagcdo com
doengas em animais e em humanos com o0s virus desse sorogrupo, embora
seja de amplo conhecimento que varios fatores ligados a mudancgas climaticas

e ambientais podem alterar o comportamento dos hospedeiros vertebrados e
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vetores artrépodes, assim como a propria evolugdo dos virus, levando a
emergéncia e re-emergéncia de varios desses agentes, os quais podem causar
sérios danos a saude publica (Taylor et al., 2001; Vasconcelos et al., 2001;
Chomel et al., 2007; Elliott, 2009).

Dessa forma, estudos adicionais sobre os virus do sorogrupo
Gamboa, tornam-se necessarios, uma vez que pouco ou quase nada se
conhece a cerca de seu comportamento em natureza. Além de que
informacgdes sobre a estrutura molecular, organizacdo gendémica e evolugao
genética dos virus do sorogrupo Gamboa podem vir a reforcar as informagoes
ja obtidas pelos testes soroldgicos classicos sobre o relacionamento das cepas
virais do grupo antigénico Gamboa e orientar quanto ao posicionamento

genético desses virus no género Orthobunyavirus da familia Bunyaviridae.

Aedeomyia squamipennis
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Aedeomyia squamipennis

Figura 6 — Provavel ciclo de manutencao dos virus do sorogrupo Gamboa
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1.4 MOSQUITO AEDEOMYIA SQUAMIPENNIS

A espécie de mosquitos, Aedeomyia squamipennis (Figura 7), é a
unica pertencente ao género Aedeomyia (Tribo Aedeomyiini, familia Culicidae),
encontrando-se distribuida nos paises do Novo Mundo. Esse mosquito é
bastante encontrado em lagos artificiais com abundante vegetagcdo, como as
Pistia sp. e Azolla sp. (Dyar, 1928; Horsfall, 1955; Gabaldon et al., 1981). O
Aedeomyia squamipennis possui habitos noturnos e as fémeas sao tidas como
dotadas de preferéncia por sangue de aves. Apesar disso, embora de maneira
rara, elas tém sido coletadas mediante a utilizacdo de atragdo de equinos e
mesmo atragdo humana esclarecida (Foratini, 2002). A competéncia vetorial
dessa espécie foi demonstrada mediante estudo onde se realizou o isolamento
de virus do sorogrupo Gamboa na Argentina, Equador, Panama e Brasil
(Calisher et al., 1981, 1983; Mitchell et al., 1985, 1987). Ademais, um estudo
realizado por Dutary e colaboradores (1989) demonstrou a transmissao

transovariana do Virus Gamboa em mosquitos Aedeomyia squamipennis.

Figura 7 — Mosquito da espécie Aedeomyia squamipennis.

Fonte: www. sta.uwi.edu/fsa/lifesciences/dchadee.asp
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1.5 OBJETIVOS

1.5.1 Objetivo Geral

Desenvolver estudos genéticos com os virus do sorogrupo
Gamboa isolados nas Américas, realizando a analise filogenética comparativa
desses com outros orthobunyavirus e estudos patologicos e sorolégicos com o

Virus Gamboa (BE AN 439546) isolado no Instituto Evandro Chagas.

1.5.2 Objetivos Especificos

- Amplificar e obter sequéncias nucleotidicas parciais do segmento M,
glicoproteina Gn de virus do sorogrupo Gamboa isolados nas Américas;

- Realizar analise filogenética comparativa entre os membros do sorogrupo
Gamboa e outros orthobunyavirus;

- Estudar a histopatologia e a distribuicdo do antigeno viral por
imunohistoquimica nos diferentes 6rgaos de pintos recém nascidos da espécie
Gallus gallus domesticus experimentalmente infectados com o Virus Gamboa
(BE AN 439546);

- Avaliar a soroprevaléncia para o Virus Gamboa (BE AN 439546) pelo teste de
inibicdo da hemaglutinagcdo em soros de aves, outros animais silvestres

(roedores, marsupiais, etc.) e humanos procedentes de Tucurui.
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2 MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos foram desenvolvidos observando-se as
normas € os critérios pré-estabelecidos e exigidos pelo Comité Internacional de
Biosseguranga. Os que envolveram manipulacdo direta com os virus foram
realizados em cabines de biosseguranca classe Il (B2) e os que utilizaram

substancias toxicas foram realizados em capelas de exaustao.

2.1 AMOSTRAS

Doze cepas liofilizadas de VGAM, obtidas da colecao de virus do
acervo da Secao de Arbovirologia e Febres Hemorragicas (SAARB) do Instituto
Evandro Chagas (IEC) foram utilizadas para o desenvolvimento deste trabalho

(Quadro 4), sendo escolhidas de forma aleatéria.

Os liofilizados virais foram reconstituidos com 0,5 mL de agua
destilada estéril a temperatura de 4 °C e, em seguida, diluidos em 0,5 mL de
solugao salina tamponada (PBS), pH 7,4, contendo 0,75 % de albumina bovina
e antibidticos (100 Ul/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina).
Imediatamente, as amostras foram inoculadas em camundongos (Mus
musculus) albinos suigos recém nascidos pela via intracerebral (i.c.) no volume
de 0,02 mL (Lennette, 1995). Observagdes diarias foram realizadas até os
animais apresentarem sinais de doenca, quando entdo foram coletados,

identificados e armazenados em freezer a temperatura de — 70 °C até o uso.
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Quadro 4 — Cepas de Virus Gamboa do acervo da Se¢ao de Arbovirologia e

Febres Hemorragicas do Instituto Evandro Chagas que foram utilizadas para o

desenvolvimento deste trabalho.

FONTEDE | LOCAL DO DATA DA
N2 | REGISTRO | 5erENCAO | ISOLAMENTO | COLETA ORIGEM
Sangue de . . Geotrygon
1 BE AN 439546 ave Tucurui — Para 27/11/1985 montana
2 | BEAN448g4ag | Sanguede | o i para | 01/05/1986 Geotrygon
ave montana
3 | BEAR470618 | Lotede Tucurui — Para | 25/11/1987 | Anopheles (Nys.)
mosquitos triannullatus
4 | BEAR470712 | lotede Tucurui — Para | 27/11/1987 Aedeomyia
mosquitos squamipennis
5 | BEAR474122 | Lotede Tucurui — Para | 29/03/1988 Aedeomyia
mosquitos squamipennis
6 | BEARS5O2068 | Lotede Tucurui — Para | 27/11/1986 Aedeomyia
mosquitos squamipennis
7 | BEAR5O23g0 | Lotede Tucurui — Para | 05/12/1986 Aedeomyia
mosquitos squamipennis
8 | BEAR510329 | Lotede Tucurui — Para | 07/10/1987 Aedeomyia
mosquitos squamipennis
9 | BEAR510340 | Lotede Tucurui — Para | 07/10/1987 Aedeomyia
mosquitos squamipennis
10 | BEAR 512576 | Lotede Tucurui — Para | 22/03/1988 Aedeomyia
mosquitos squamipennis
11 | BEAR 513690 | Lotede Tucurui — Para | 19/03/1988 Aedeomyia
mosquitos squamipennis
Lote de . . Aedeomyia
12 | BE AR 514527 mosquitos Tucurui — Para 15/04/1988 squamipennis

Outras dez cepas de virus idenfificadas sorologicamente como

pertencentes ao sorogrupo Gamboa foram utilizadas, tendo os mesmos sido

obtidos da celecéo de virus do acervo da University of Texas Medical Branch

(UTMB), Galveston, Texas, Estados Unidos da América (EUA) (Quadro 5).
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Quadro 5 — Cepas de Virus Gamboa do acervo da University of Texas Medical

Branch (UTMB) que foram utilizadas para o desenvolvimento de parte deste

trabalho.
. LOCAL DE ANO DE
N.° | REGISTRO VIRUS ISOLAMENTO COLETA ORIGEM

. Aedeomyia
1 MARU 10962 Gamboa Panama 1962 squamipennis

2 HBL7-2CH Brus Laguna Honduras 1967 Aede(_)my|a_
sguamipennis

3 | 75V-446 San Juan Equador 1974 Aedeomyia
sguamipennis

E4-816 Pueblo Viejo Equador 1974 Aedeomyia
sguamipennis

TR 61469 Gamboa-like Suriname NI* Aedes sp.

GML 903021 | Gamboa-like Panama 1977 Aede(_)my|a_
sguamipennis

7 | GML 903023 | Gamboa-like Panama 1977 Aede(_)my|a_
sguamipennis

8 | GML 382916 | Gamboa-like Panama 1985 Aedeomyia
sguamipennis

9 | GML 435718 | Gamboa-like Panama 1986 Aedeomyia
sguamipennis

10 | GML 438524 | Gamboa-like Panama 1987 Aedepmy@
sguamipennis

*NI: Nao informado

2.2 PROPAGAGAO DOS VIiRUS PARA PRODUGAO DE ESTOQUE VIRAL

A célula utilizada para a propagagao das amostras dos VGAM foi a

linhagem celular VERO (rim de macaco Cercophitecus aethiops). Para este fim,

foi preparada uma suspensdo viral a partir da maceragcdo de cérebros de

camundongos albinos suigos recém nascidos infectados com os virus que

foram utilizados neste estudo (Quadros 4 e 5), na proporgéo de 1:10 em PBS,

pH 7,4, contendo 0,75 % de albumina bovina e antibidticos, seguida da

centrifugacdo do material a 8.000 rotagdes por minuto (rpm) durante dez

minutos, a temperatura de 4 °C. O sobrenadante dessa suspensao viral foi
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inoculado em garrafas de 75 cm? contendo uma monocamada confluente de
células e mantidas em meio de manutencéo 199 enriquecido com 5 % de soro
bovino fetal (Lennette, 1995). As garrafas foram verificadas diariamente até a
observacgao de efeito citopatico (ECP) em 70 a 75 % da monocamada celular.
Em seguida, o sobrenadante da cultura foi colhido, aliquotado em tubos
estéreis de 1,5 mL, identificados e armazenados em freezer a temperatura de —

70° C. Este material foi utilizado para a obtengcao do RNA viral.

2.3 ESTUDOS MOLECULARES

2.3.1 Extragdo do RNA Viral

A extracdo do RNA viral foi realizada a partir do sobrenadante de
cultura de células VERO infectadas com os virus em estudo, empregando o
protocolo desenvolvido por Ni & Barret (1995) pelo método do reagente
TRIZOL LS. Este produto € uma solugao monofasica de fenol e guanidina
isotiocianato, sendo amplamente utilizado para o isolamento de DNA/RNA de
células e patdégenos. Este reagente age mantendo a integridade do material
genético enquanto rompe as células e dissolve os componentes celulares
(Chomczynski & Sacchi, 1987).

Em microtubos estéreis de 1,5 mL, foram adicionados 250 pL das
amostras virais e 750 yL de TRIZOL LS. Apds incubagao por cinco minutos a
temperatura ambiente (TA), foi adicionado 200 uL de cloroférmio e o material

foi incubado por dez minutos a TA para promover a separagao do RNA de
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outros componentes organicos. Apos este periodo o material foi centrifugado a
12.000 rpm por 15 minutos a temperatura de 4 °C. O material genético fica
localizado em uma camada aquosa situada acima da camada organica
constituida por restos celulares, cloroférmio e o TRIZOL LS. Apds a
transferéncia da fase aquosa para outro microtubo estéril de 1,5 mL, o RNA foi
recuperado por precipitacdo, com a adicdo de 500 pL de isopropanol,
incubacao por 10 minutos a TA, seguido de centrifugacao a 12.000 rpm por dez
minutos a temperatura de 4 °C. ApOds a retirada do isopropanol, foi adicionado
1.000 pL de etanol a 75 %, sendo imediatamente centrifugado a 7.500 rpm por
cinco minutos a temperatura de 4 °C. O etanol foi completamente desprezado.
O material genético obtido foi reconstituido em agua livre de DNase e RNase,

sendo armazenado a — 70 °C para uso posterior.

2.3.2 Transcricdo Reversa seguida de Reacdo em Cadeia mediada pela

Polimerase (RT-PCR)

Para a amplificacdo do genoma dos VGAM em estudo, foi utilizada a
técnica de RT-PCR em dois passos, empregando iniciadores especificos para

o segmento M-RNA (Fulhorst et al., 1996) (Quadro 6).
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Quadro 6 — Iniciadores utilizados na técnica de RT-PCR para amplificacdo do

genoma dos VGAM em estudo.

A SEGMENTO/ | PRODUTO |
INICIADOR SEQUENCIA (5’ - 3") TECNICA
GENE (nt)
M 14 C CGGAATFCAGTAGTGTACTACC MRNA/Gn* 600 RT
M619R | GACATATGCTGATTGAAGCAAGCATG | MRNA/Gn* 600 PCR

* Fulhorst et al., 1996

As reagdes de RT-PCR foram processadas em termociclador

automatico (GeneAmp PCR Systems 9600, Perkin-Elmer). Inicialmente, foi

realizada a transcri¢cao reversa (RT), que foi ajustada para o volume de 10 pL

contendo: 5 pL de RNA viral e 5 pL da mistura de RT contendo 50 pmol do

iniciador M14C, tampao de RT 1X (Tris-HCI 50 mM, pH 8,3; KCL 75 mM, MgCl,

2,5 Mm), DTT 2,5 mM, 20 U de enzima inibidora de RNAse (RNAsin RNase

inhibitor, Invitrogen), 200 pM

de dNTPs (Invitrogen) e 1 U da enzima

transcriptase reversa (Superscript || Reverse Transcriptase, Invitrogen). A

reacdo de RT foi realizada por 90 minutos a 42 °C. Os produtos da RT foram

usados na reagdo de PCR com volume ajustado para 50 pL contendo: 5 uL de

DNA complementar (cDNA) e 45 pL da mistura de PCR contendo tampao de

PCR 1X (Tris-HCI 50 mM, pH 8,3; KCL 75 mM, MgCl, 2,5 mM), 200 uM de

dNTPs (Invitrogen), 50 pmol dos iniciadores especificos (M14C/M619R) e

1,125 U da enzima Taq DNA polimerase (Invitrogen). A PCR foi realizada em

35 ciclos de amplificacdo, sendo que cada um foi composto por etapas de

desnaturacao a 94 °C por 30 segundos, hibridizagao dos iniciadores a 52 °C

por um minuto e sintese a 72 °C por um minuto e 30 segundos.
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2.3.3 Anédlise do Produto da RT-PCR

Os produtos amplificados das amostras foram visualizados em gel
de agarose a 1,5 % diluidos em TAE 1X (Tris 10 mM; Acetato 0,1 M; EDTA 1
mM pH 7,2) contendo brometo de etidio, na concentragao de 0,5 ug/mL. Junto
com as amostras foi utilizado um marcador de peso e massa molecular (Low
DNA Mass - 100 bp ladder, Invitrogen), um controle negativo de extragao
(amostra de sobrenadante de células VERO néo infectadas) e um controle
(agua livre de ribonucleases) para verificar possiveis contaminagdes durante a
RT-PCR. As amostras foram submetidas a eletroforese horizontal durante 30
minutos sob uma diferenca de potencial de 80 V e 7 mA e observadas em

transiluminador com emissao de raios ultravioletas.

2.3.4 Purificacdo do DNA Complementar

A purificagdo do cDNA foi realizada a partir das bandas visualizadas
no gel de agarose, utilizando o kit comercial GFX PCR DNA and Gel Band
purification (Amersham Biosciences) seguindo as instru¢ées do fabricante.
Inicialmente, as bandas visualizadas no gel de agarose foram cortadas e
separadas em microtubos estéreis de 1,5 mL (os quais haviam sido pesados
vazios). Em seguida, os microtubos com as bandas foram pesados e o valor do
peso foi subtraido do peso do microtubo vazio. Posteriormente, foi adicionado
ao microtubo 10 yL do tampao de captura para cada 10 mg do peso do gel

contendo as bandas com o cDNA. Os microtubos foram agitados
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vigorosamente e incubados em banho-maria a 60 °C até a agarose dissolver
completamente. As colunas GFX foram montadas no tubo coletor e o material
dissolvido foi adicionado a coluna. O material foi Incubado a TA por um minuto
e centrifugado a 12.000 rpm por 30 segundos. O conteudo do tubo coletor foi
descartado e recolocado a coluna GFX. Em seguida, foi adicionado 500 uL do
tampao de lavagem na coluna e novamente centrifugada a 12.000 rpm por 30
segundos. O tubo coletor foi descartado e a coluna colocada em um microtubo
estéril de 1,5 mL, sendo adicionada 50 pyL de agua livre de ribonucleases no
topo da coluna e incubado a TA por um minuto. Finalmente, o material foi
centrifugado a 12.000 rpm por um minuto € o cDNA purificado armazenado a

temperatura de — 70 °C para uso posterior.

2.3.5 Sequenciamento Nucleotidico das Amostras Virais

As sequéncias nucleotidicas dos virus do grupo Gamboa foram
obtidas em sequenciador automatico de capilar modelo 3130 (Applied
Biosystems) usando o Kit ABI PRISM Dye Terminator (Applied Biosystems),
empregando o método de terminagcao de cadeia como descrito por Sanger e
colaboradores (1977). A estratégia de sequenciamento foi a mesma descrita
por Kuno & Chang (2005). Para este fim, foram utilizados 4 yL de Terminator
ready reaction mix, 80 ng do produto de PCR purificado do gene M, 3,5 pmoles
dos iniciadores descritos no quadro 6 e agua livre de RNase e DNase para o
volume final de 20 uL. A amplificagao foi realizada em termociclador (GeneAmp

PCR Systems 9600, Applied Biosystems), usando um programa especifico que
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consiste de 25 ciclos, cada um composto por etapas de desnaturagao a 96 °C
por dez segundos, anelamento dos iniciadores a 50 °C por cinco segundos e
extensdo a 60 °C por quatro minutos. A precipitacdo do DNA foi realizada pela
adi¢ao de 2 pL de NaCH3COO 3M pH 5,0 e 50 uL de etanol a 96 % ao volume
total da reacao de sequenciamento. Em seguida, as amostras foram incubadas
em gelo por dez minutos e precipitadas por centrifugagao durante 15 minutos a
14.000 rpm a temperatura de 8 °C. O material precipitado foi lavado com 250
ML de etanol a 70 %, centrifugado a 12.000 rpm por 15 minutos a temperatura
de 8 °C e finalmente incubado a TA para completa evaporagao do etanol. As
amostras foram reconstituidas com 3 pL de solugdo de formamida e EDTA 25
mM pH 8,0 na proporcdo 5:1. Em seguida, foi realizada a eletroforese do
material no sequenciador automatico. As sequéncias referentes a cada
segmento de RNA genémico de cada isolado viral foram analisadas utilizando o

programa Sequencer, version 3.0 (GeneCodes) software.

2.3.6 Anélise Filogenética Comparativa

As sequéncias nucleotidicas obtidas para o segmento M-RNA
referentes aos virus do grupo Gamboa foram comparadas entre si, bem como
com sequéncias nucleotidicas de outros orthobunyavirus pertencentes aos
grupos antigénicos Bunyamwera, Califérnia, Simbu e Turlock, disponiveis no
banco de dados do Genbank (Quadro 7). Para esse fim, inicialmente as

sequéncias foram alinhadas pelo programa Clustal W (Thompson et al., 1997),
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implementado pelo programa BioEdit versao 5.0 (Hall, 2001), bem como pelo

programa MEGA 4.1 (Kumar et al., 2000).

Quadro 7 — Sequéncias do segmento M-RNA de Orthobunyavirus utilizados

para realizar a analise filogenética comparativa com os virus do sorogrupo

Gamboa.
. NUMERO DE

VIRUS CEPA ACESSO
Virus Anhembi SpAr2984 AY593745
Virus Batai MM2222 DQ375394
Virus Be AR328208 Be AR328208 AY593743
Virus Birao YMP-1 AY593748
Virus Bozo DakArB7343 AY593739
Virus Chatanga LEIV18677 GQ355974
Virus Encefalite California BFS283 AF123483
Virus Fort Sherman 86-MSP18 AY593734
Virus Germiston pMG 5.75,12 M21951
Virus laco BeAr314206 AY593746
Virus llesha RML2 AY593730
Virus Inkoo KN3641 U88059
Virus Jamestown Canyon 61V2235 Uu88058
Virus Jatobal ? AF312380
Virus Jerry Slough BFS4474 AF123487
Virus Kaeng Khoi A016465 AY843038
Virus Keystone C14031-33 AF123489
Virus La Crosse LACR56869 U70205
Virus Lokern FMS4332 AY593736
Virus Lumbo SA Ar 1881 AF123484
Virus Macaua Be AR306329 AY593742
Virus Maguari CBAAR426 AY593735
Virus Mboke DakArY357/6e AY593731
Virus Melao TRVL9375 u88057
Virus Ngari DakArD28542/4e AY593747
Virus Northway 0234 EU004188
Virus Oriboca LCVP-217 AF499013
Virus Oropouche TR9760 AF312381
Virus Playas 75V3066 AY593733
Virus Potosi 89-3380 AY593750
Virus San Angelo ATCC VR-723 AF123486
Virus Serra do navio Be AR103645 AF123490
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Quadro 7 — Sequéncias do segmento M-RNA de Orthobunyavirus utilizados

para realizar a anadlise filogenética comparativa com os virus do sorogrupo

Gamboa.
Continuagao
. NUMERO DE

N.° VIRUS CEPA ACESSO
33 | Virus Shokwe SAAr4042 AY593749
34 | Virus Snowshoe hare Nao informado K02539

35 | Virus Sororoca Be AR32149 AY593744
36 | Virus South River NJO 94F AF123488
37 | Virus Tahyna Bardos 92 AF123485
38 | Virus Taiassui Be AR671 AY593740
39 | Virus Tensaw B479-490 AY593737
40 | Virus Tlacotalpan 61-D-240 AY593732
41 | Virus Trivittatus Eklund AF123491
42 | Virus Umbre G16283 EU678356
44 | Virus Wyeomyia Prototipo AY593741
45 | Virus Xingu Be H388464 AY593738

As analises filogenéticas foram realizadas pelos métodos:
agrupamento de vizinhos (AV - Neighbour-joining) (Saitou & Nei, 1987),
maxima parcimdénia (MP), implementados pelo programa PAUP versdao 4
(Swofford, 2002); maxima verrosimilhanga (MV) (Goldman et al., 2000) pelo
programa Phyml (Guindon & Gascuel, 2003); e analise bayesiana, utilizando o
programa MrBayes (Huelsenbeck & Ronquist, 2001).

O programa Modeltest versdo 3.7 (Posada & Crandall, 1998) foi
utilizado para determinar o melhor modelo de substituicdo nucleotidica a ser
usado com base no critério de informacdo de Akaike (Akaike information
criterion, AIC). Para os métodos de MV e AV, os valores de bootstrap foram
baseados em 1.000 pseudoréplicas para gerar maior confiabilidade aos valores

dos grupamentos (Felsenstein, 1985). A analise de divergéncia e similaridade
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entre os 21 virus do sorogrupo Gamboa utilizados neste estudo foi realizada
pelo programa MEGA 4.1 (Kumar et al., 2000).

A analise bayesiana foi realizada empregando o modelo de Markov
Monte Carlo (Markov Chain Monte Carlo, MCMC). A analise foi feita para dois
milhdes de réplica, sendo a amostragem fixada a cada 1.000 arvores geradas.
Os valores de probabilidade posterior foram estimados em 50 % das arvores
geradas (Huelsenbeck & Ronquist, 2001). O Programa TRACER foi utilizado
para verificar se a anadlise realizada pelo programa MrBayes alcangou a

convergéncia apropriada.

2.4 ESTUDO EXPERIMENTAL EM PINTOS RECEM-NASCIDOS (Gallus

gallus domesticus).

Para o desenvolvimento do estudo experimental em pintos recém
nascidos (2 dias) da espécie Gallus gallus domesticus, foi utilizada a cepa
protétipo brasileira do VGAM, Be AN 439546, com titulo do in6culo de 5,5
DL5¢/0,02 mL. Uma suspensao viral foi preparada a partir da maceragao de
cérebros de camundongos albinos suicos recém nascidos infectados, na
propor¢cao de 1:10 em PBS, pH 7,4, contendo 0,75 % de albumina bovina e
antibidticos, seguida da centrifugacdo do material a 8.000 rpm durante dez
minutos, a temperatura de 4° C. A suspensao foi inoculada em pintos recém
nascidos através das vias i.c. e sub cutanea (s.c.). Para a via i.c. foi utilizado

0,1 mL da suspensao viral e 0,2 mL para a via s.c.
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Trés grupos de pintos recém nascidos foram formados, sendo um
grupo controle, um grupo infectado através da via i.c. e o outro grupo infectado
pela via s.c. Um animal de cada um dos trés grupos foi sacrificado a cada 24
horas pés-infecgao (p.i.), até completar 11 dias p.i., sendo ainda realizada uma
ultima coleta no 18° dia p.i. De cada animal foi retirado o sangue, para a
obtencao de soro, no qual foi realizada a pesquisa de anticorpos através da
técnica de IH, para tracar o perfil da resposta sorolégica ao VGAM nesses
animais. Foram ainda colhidas amostras de cérebro, figado, rim, bago, pulméao
e coragao, as quais foram imediatamente fixadas em solugcdo de formalina

tamponada a 10 %, para estudos histopatoldgicos e imunohistoquimicos.

2.4.1 Histopatologia e Imunohistoquimica

Apos a fixagdo das amostras de tecidos dos pintos recém nascidos
infectados (i.c. e s.c.), e nao infectados (controle), estas foram processadas
para analise histopatélogica. O procedimento inicial constou na desidratagcao
das amostras em banhos crescentes de alcool de 70 a 100 % seguido, da
passagem do material por duas vezes em banho de xilol e trés banhos
consecutivos em parafina liquida, mantida a temperatura de 60 °C. Em
seguida, foi realizada a inclusdo do material para a formagdo de blocos de
parafina que possibilitou a microtomia das amostras em cortes de 4 um, os
quais foram corados pela técnica de hematoxilina — eosina (HE) (Prophet et al.,
1992; Michalany, 1998) e examinados em microscopio Optico Nikon Eclipse

E200.
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Para a deteccao de antigenos virais do VGAM foi realizada a técnica
de imunohistoquimica de acordo como referido por Carvalho e colaboradores
(2009). Cortes histolégicos de 4 uM dos blocos com os tecidos de pintos recém
nascidos infectados com o VGAM, foram colhidos em laminas previamente
preparadas com solugcdo adesiva de 3 amino-propyltriethoxy-silane (Sigma).
Em seguida, esse material foi desparafinado em dois banhos de xilol, um a
temperatura de 56 °C durante 30 minutos e outro a TA durante 20 minutos e,
em seguida, hidratado em sequéncia decrescente de etanol (100 %, 95 % e 70
%) e agua corrente durante cinco minutos cada. Posteriormente, foi realizado o
bloqueio da peroxidase endoégena, com trés incubagdes com agua oxigenada a
3 % por dez minutos em camara escura, e em seguida as laminas foram
lavadas ligeiramente em agua corrente e em agua destilada por dez minutos.
Na etapa seguinte, foi realizada a incubagdo das amostras com o anticorpo
policlonal produzidos em camundongos recém nascidos contra o VGAM diluido
em solugdo 1 % de albumina bovina fragdo V (Sigma) acrescida de azida
sédica 0,1 % em PBS pH 7,4, permanecendo durante a noite a temperatura de
4 °C.

No dia seguinte, foram realizadas duas lavagens com PBS por cinco
minutos cada e incubagdo com o anticorpo secundario biotinilado (anti-
camundongo) do kit comercial LSAB peroxidase (LSAB+system-HRP,
DakoCytomation) por 30 minutos a 37 °C. Posteriormente, o material foi
incubado com o complexo estreptavidina-biotina peroxidase por 30 minutos a
temperatura de 37 °C. A reacédo foi revelada com solugdo cromogena de

diaminobenzidina (DAB) (3,3’- diaminobenzidina, SIGMA) a 0,03 % acrescida
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de 1,2 mL de agua oxigenada a 3 %. Finalmente, os cortes histolégicos foram
lavados em agua corrente por dez minutos, contracorados com hematoxilina de
Harris por dez segundos, sendo posteriormente lavados em agua corrente,
desidratados em etanol e diafanizados em xilol. A montagem das Iaminas foi

feita com resina Permount (Fisher Scientific).

2.5 ESTUDO SOROLOGICO

2.5.1 Producéo de Antigeno Sucrose-Acetona

O antigeno viral foi preparado pelo método de extracédo por sucrose-
acetona como descrito por Beaty e colaboradores (1995). Para este fim, foi
obtido um macerado de 30 a 50 cérebros de camundongos infectados com a
amostra viral BE AN 439546 do VGAM em uma solugao de sacarose a 8,5 %.
Este macerado foi transferido para um volume 20 vezes maior de acetona pura
(P.A.) a temperatura de 4 °C, seguido de homogeneizagdo mecanica e repouso
da mistura por cinco minutos a 4 °C. Em seguida, o sobrenadante foi
desprezado, sendo acrescido o mesmo volume anterior de acetona, ficando a
mistura em repouso por uma hora a 4 °C. Novamente o sobrenadante foi
desprezado e a amostra seca em bomba de vacuo por uma hora. Apos a
secagem, a amostra foi hidratada com uma solugao salina de cloreto de sddio
(NaCl) a 0,85 %, ficando em repouso por uma hora a temperatura de 4 °C. O

antigeno foi coletado e centrifugado a 8.000 rpm por dez minutos a 4 °C, sendo



71

o sobrenadante aliquotado, identificado e armazenado a temperatura de — 70

°C para uso no teste de IH.

2.5.2 Teste de Inibicdo da Hemaglutinagéo

O teste de IH fundamenta-se na inibigdo da capacidade de
hemaglutinagdo de um virus, quando esse virus reage com o anticorpo
especifico (Clarke & Casals, 1958). Para a pesquisa de anticorpos inibidores da
hemaglutinacdo contra o VGAM, foram utilizadas as amostras de soro obtidas
durante a cinética do estudo experimental com os pintos recém nascidos, além
de 631 amostras de plasmas de aves, 225 soros de outros animais silvestres
(répteis, roedores, marsupiais, primatas ndao humanos, edentados e carnivoros)
coletados apods a conclusao da construgéo da hidrelétrica de Tucurui no Estado
do Para, uma vez que nesta época foi possivel realizar o isolamento de varias
cepas do VGAM (Vasconcelos et al., 2001), tracando desta forma um perfil
sorologico desse virus nesta regidao. Além dessas amostras, foram ainda
testadas 406 amostras de soro de humanos coletadas também no municipio de
Tucurui nos anos de 2008 e 2009.

A técnica de IH foi realizada como descrito por Clarke e Casals
(1958) e adaptada para microplacas por Shope (1963). Antes de utilizar os
soros, esses foram tratados com acetona pura (P.A.) para a retirada de
inibidores naturais contidos nos soros e adsorvidos com hemacias de ganso
para a remogao de possiveis hemaglutininas inespecificas. Para este fim,

foram colocados em tubos 13/100 identificados, 50 pyL dos soros e em cada
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adicionado 450 uL de NaCl a 0,85 %. Em seguida foi acrescentado aos tubos 6
mL de acetona P.A. gelada e agitado mecanicamente, ficando em repouso a
temperatura de 4 °C durante cinco minutos. Apds esse tempo, os tubos foram
centrifugados a 1.500 rpm durante um minuto a 4 °C. O sobrenadante foi
desprezado e o precipitado agitado. Foi acrescentado novamente 6 mL de
acetona P.A. gelada e os tubos foram novamente agitados e deixados em
repouso a temperatura de 4 °C durante uma hora.

Apos esse tempo, o material foi centrifugado a 1.500 rpm por cinco
minutos a 4 °C. O sobrenadante foi desprezado e os tubos levados para secar
a vacuo. O material foi hidratado com 500 yL de solugao borato salina pH 9,0.
Apds a completa hidratacdo do material, este foi adsorvido com uma
suspensdao de hemacias de ganso diluidas a 1:6 em solugdo de albumina
bovina a 0,4 % em pH 9,0. Para isto, em cada tubo com as amostras
hidratadas foi adicionado 0,6 mL da suspensao de hemacias de ganso, ficando
em repouso a temperatura de 4 °C durante 20 minutos. Posteriormente, o
material foi centrifugado a 1.500 rpm por 15 minutos e o sobrenadante
transferido para outro tubo, estando o soro tratado pronto para a utilizacdo no
teste de IH.

O teste de IH foi realizado em microplacas de poliestireno de 96
orificios com fundo em “U”. Inicialmente, foi realizada uma triagem com os
soros tratados (a uma diluicdo de 1:20), sendo que o0s que apresentaram
reacdo positiva foram, posteriormente, titulados com diluicbes de 1:40 até
1:1280. Para a etapa de triagem, foi adicionado 25 uL dos soros tratados nos

orificios das placas ja identificadas, seguido da adigdo de 25 pL do antigeno
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sucrose-acetona diluido previamente (para conter quatro unidades
hemaglutinantes) em solugédo de albumina bovina a 0,4 % em pH 9,0. As
placas foram incubadas a temperatura de 4 °C durante no minimo duas horas e
no maximo 16 horas.

Apos esse tempo, a reacao foi revelada com a adicéo de 50 uL de
uma solucao de hemacia de ganso 1:5 em solugao de DGV (Dextrose, Gelatina
e Veronal) diluida em solugao de pH 6,0, que é o pH 6timo para o VGAM. Em
seguida, as microplacas foram agitadas e incubadas a TA durante 30 minutos.
A leitura do teste foi realizada observando a sedimentacdo das hemacias de
ganso no fundo das microplacas para os soros positivos, uma vez que 0s
anticorpos especificos presentes no soro testado inibiram a atividade
hemaglutinante do virus. Se nao ocorreu sedimentagao das hemacias de ganso
o resultado foi considerado negativo.

Para a titulagdo dos soros que apresentaram reagao positiva durante
a etapa de triagem, foi colocado 25 pL do soro na microplaca identificada,
seguido da adigao de 25 pL de solugéo de albumina bovina 0,4 % em pH 9,0
no primeiro (onde se encontra o soro) ao sexto orificio da placa, sendo
transferido com uma micropipeta 25 puL do primeiro ao sexto orificio. Em
seguida foi acrescentado 25 uL de antigeno do VGAM em cada orificio
contendo o soro. As microplacas foram entdo incubadas a temperatura de 4 °C
entre duas a 16 horas e, finalmente, o teste revelado conforme a etapa de
triagem. A leitura foi realizada utilizando o mesmo padrdo da triagem, porém
observando-se até que diluicdo houve sedimentagcdo das hemacias,

estabelecendo desta forma os titulos de anticorpos para os soros positivos.
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2.5.3 Teste de Fixac&o do Complemento

O teste de FC esta baseado na capacidade que o complemento tem
de se ligar (ser fixado) na presenga de um complexo antigeno-anticorpo
(Santos, 2002). Foi utilizada a microtécnica de Fulton & Dumbell (1946)
adaptada para placas (Beaty et al., 1989), sendo realizada em dois estagios:
primeiramente, coloca-se o antigeno suspeito para reagir com 0S SoOros
conhecidos e com o complemento. Em uma segunda fase, adiciona-se o
sistema revelador, composto por glébulos de carneiro e hemolisina (soro de
coelho anti-glébulos de carneiro). Se na primeira etapa, o anticorpo for
especifico para o antigeno, ocorrera a ligagcao antigeno-anticorpo, fazendo com
que o complemento seja consumido, ndo podendo agir na segunda etapa. Na
auséncia do complemento livre, ndo ocorrera a lise das hemacias de carneiro,
que irdo sedimentar no fundo da placa formando um botdo, indicando um
resultado positivo. No caso do resultado negativo, ndo havera a formacao do
complexo antigeno-anticorpo, deixando o complemento livre para lisar as
hemacias de carneiro sensibilizadas pela hemolisina, que € um soro
antihemacias de carneiro.

A interpretacéo dos resultados foi feita baseando-se no percentual
de hemolise observado, sendo considerada positiva toda reagdo que néao

apresentou hemolise ou que seja de até 25 % (Quadro 8).
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Quadro 8 — Representacao dos valores usados na leitura do teste de FC de

acordo com a percentagem de hemolise das hemacias de carneiro.

PERCENTAGEM DE HEMOLISE RESULTADO VALOR
0% Reacdo positiva 4
25% Reacéo positiva 3
50% Reacé&o negativa 2
75% Reacao negativa 1
100% Reacado negativa 0

O teste de FC foi utilizado para observar a relagdo antigénica entre
as cepas de VGAM selecionadas para este trabalho, além de comprovar a

replicacao viral dessas cepas em células VERO.

2.5.4 Teste de Neutralizacao

A neutralizacao do virus é definida como a perda da capacidade de
causar infecgao através de sua reagdo com o anticorpo especifico. O TN foi
realizado utilizando diluicdes seriadas de dez vezes do virus Be AN 439546 e
diluicdo constante dos soros (Casals, 1967). As misturas virus-soro diluidas
foram incubadas a 37 °C por uma hora para facilitar o processamento da
reacado, sendo, em seguida, 0,02 mL de cada diluigdo, inoculada via i.c. em
camundongos albinos suigcos recém nascidos. A dose letal minima para matar
50% dos camundongos infectados com 0,02 mL da suspensdo viral
(DLso/0,02mL) foi calculada pelo método descrito por Reed & Muench (1938),
sendo considerados positivos os soros que apresentaram um indice logaritmico

de neutralizagao (ILN) maior ou igual a 1,8 DLs0/0,02mL.
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O TN foi utilizado para confirmar a presenca de anticorpos para o
VGAM nas amostras de plasma de aves e no soro de outros animais silvestres
e humanos que apresentaram anticorpos para o VGAM no teste de IH, uma vez

que o TN apresenta especificidade maior que a do teste de IH.
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3 RESULTADOS

3.1 ESTOQUE E PROPAGAGAO VIRAL

Todas as doze cepas brasileiras de VGAM selecionadas para o
desenvolvimento deste trabalho (quadro 4) foram viaveis em camundongos
albinos suicos recém nascidos, sendo realizada apenas uma passagem nesses
animais a partir do material original liofilizado. Os animais adoeceram e foram
coletados em dias variados, entre oito a 12 dias p.i. de acordo com a cepa do
VGAM inoculada (Quadro 9). Ressalta-se que todos os camundongos
apresentaram o0s mesmos sinais de doenga, sendo caracterizados por
prostragao, astenia, tremores e paralisia das patas traseiras.

Também em células VERO, todas as doze amostras virais utilizadas
neste trabalho causaram o mesmo ECP, sendo caracterizado pela destruicao
da monocamada, devido a morte celular, com arredondamento das mesmas
(Figura 8). A replicagdo em células VERO das 12 cepas do VGAM foi
confirmada por teste de FC, apresentando titulos 28/32 da reciproca mais alta
da diluicdo do antigeno pela reciproca mais alta da diluigdo do soro para todas
as amostras virais trabalhadas. Também foi observada uma variagdo no tempo
de inicio do ECP nas células VERO, assim como para o inicio de doenca para
0s camundongos albinos suigos recém nascidos, porém a variagao foi um
pouco maior para as células VERO (3 a 10 dias p.i.) do que para os

camundongos (Quadro 9).



Figura 8 — Fotomicrografia de contraste de fase mostrando cultivo de célula VERO
controle, demonstrando a monocamada confluente de células de aspecto
fusiforme (A); e ECP causado pela infecgdo da cepa BE AR513690 do VGAM no
5° dia p.i, demonstrando a destruicio da monocamada celular com

arredondamento das células - setas (B).
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Quadro 9 — Relagao dos dias de coleta pos-infecgdo das cepas do VGAM em

células VERO e camundongos albinos suigcos recém nascidos.

N.° DE CAMUNDONGO CELULA VERO

AMOSTRA PASSAGENS DO | RECEM-NASCIDO (dia pos-

LIOFILIZADO (dia p6s-infeccao) infeccao)
BE AN 439546 22 9° 4°
BE AN 448848 22 9° 3°
BE AR 470618 28 8° 5°
BE AR 470712 28 8° 3°
BE AR 474122 32 9° 3°
BE AR 502068 22 10° 4°
BE AR 502380 22 10° 3°
BE AR 510329 2@ 11° 10°
BE AR 510340 42 12° 8°
BE AR 512576 32 8° 4°
BE AR 513690 22 10° 4°
BE AR 514527 22 8° 4°

3.2 ESTUDO MOLECULAR

3.2.1 Amplificacdo dos produtos da RT-PCR para o segmento M-RNA dos

virus do grupo Gamboa.

Todas as 12 amostras de RNA obtidas das cepas brasileiras de VGAM e
das dez cepas de outros paises latinoamericanos foram amplificadas
parcialmente para o segmento M-RNA, ao nivel do gene da glicoproteina de

superficie Gn. A analise eletroforética das amostras evidenciou fragmentos
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entre 500 a 600 pares de bases. Na figura 9, pode-se visualizar as bandas

obtidas para as 12 cepas brasileiras de VGAM.

Be AR 513690
Be AR 512576
Be AR 502088
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" Be AN 439546
' Be AR 510340

Be AR 470712
Ee 02380 I Be AR 514527
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-

Be AR 474122
Be AR 470618
Be AN 448848

Figura 9 — Visualizagdo dos produtos de RT-PCR para o segmento M-RNA em
gel de agarose a 1,2% para as 12 cepas brasileiras de VGAM. CN: controle
negativo (amostra de sobrenadante de células VERO né&o infectadas); PM:

marcador de tamanho e peso molecular 2,0 kb — 0,1kb.

3.2.2 Analise Filogenética

Foram obtidas as sequéncias nucleotidicas parciais do segmento M-
RNA de todas as cepas de VGAM trabalhadas neste estudo, com exce¢ao da
cepa brasileira Be AR 502068, que foi excluida da analise filogenética. As
sequéncias consensos obtidas foram de aproximadamente 450 nucleotideos
correspondendo a posigao entre os nucleotideos 15 e 590 em relagdo ao gene
Gn de outros orthobunyavirus dos grupos antigénicos Bunyamwera, Califérnia,

Simbu e Turlock.
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A analise filogenética pelos métodos de AV, MP, MV e Bayesiana
das sequéncias nucleotidicas obtidas para as 21 cepas de VGAM amplificadas
gerou arvores filogenéticas com topologias semelhantes, sendo mostrada
arvore construida pelo método MV, por apresentar melhor valor de bootstrap,
acrescidos os valores de percentual posterior do método Bayesiano (Figura
10). A arvore apresentou cinco grupos filogenéticos relacionados aos grupos
antigénicos Bunyamwera (bootstrap de 65,8 %), Simbu (bootstrap de 100 %),
Gamboa (bootstrap de 100 %), Turlock e Califérnia (bootstrap de 97,8 %),
tendo o Virus Kaeng Khoi (VKK), um orthobunyavirus ndo grupado, como
grupo externo.

Observa-se que o grupo Califérnia (bootstrap de 100 %) apresenta
ancestral distinto dos grupos Bunyamwera, Simbu, Gamboa e Turlock
(bootstrap de 78,3 %), e que o ancestral desses quatro ultimos grupos deu
origem a duas linhagens, que, por sua vez, originaram os grupos Bunyawera e
Simbu (bootstrap de 65,8 %) e Gamboa e Turlock (bootstrap de 96,4 %).

Todas as sequéncias obtidas neste trabalho foram incluidas no
grupo Gamboa, sendo distribuidas em dois clados distintos: o clado | (bootstrap
de 56,3 %), que agrupa as 11 cepas virais brasileiras e os VGAM e VPV, bem
como a cepa TR61469 relacionada ao VGAM; e o clado Il (bootstrap de 78,1
%) onde estéo incluidos os VSJ, VBL e as amostras GML903023, GML903021,
GML435718, GML382916 e GML438524. Nota-se que no clado Il ocorre uma
subdivisdo em dois subclados (bootstrap 78,1 %), relacionadas aos virus VSJ
(subclado ll-a, bootstrap de 99,7 %) e VBL (subclado Il-b, bootstrap de 99,1 %)

(Figura 10).
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Figura 10 — Arvore filogenética pelos métodos de MV (bootstrap em parénteses) e Bayesiano (probabilidade posterior fora do

paréntese) das sequéncias nucleotidicas parciais do segmento M-RNA, gene Gn, dos grupos Bunyamwera, Encefalite Califérnia,

Gamboa, Simbu e Turlock. O orthobunyavirus kaeng Khoi foi utilizado como grupo externo.
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3.2.3 Relagéo genética

A média das divergéncias nucleotidica e aminoacidica das 11
amostras brasileiras do VGAM foram de 4 % e 0,5 % respectivamente,
enquanto que as demais amostras latinoamericanas apresentaram 62,7 % e
10,4 %, respectivamente. No grupo Gamboa, a divergéncia genética com base
nas sequéncias nucleotidicas parciais do gene Gn (Adir), para o clado | foi de
7,8 % e para o clado Il de 20,1 %, ja entre os clados | e Il a Adir foi de 25,1 % e
entre os subclados ll-a e llI-b foi de 15,7 %. Os valores das divergéncias
nucleotidica e aminoacidica estdo descritos na tabela 1.

Quanto a Adir entre os grupos, observa-se que o grupo Gamboa
apresentou uma maior Adir com o grupo Simbu (74,7 + 3,8 %) e a menor foi
com o Grupo Turlock (51,6 + 3,4 %). A Adir entre o grupo Gamboa e 0s grupos

Bunyamwera, Encefalite California, Simbu e com o VKK estdo descritas na

tabela 2.

Tabela 2 - Divergéncia genética com base nas sequéncias nucleotidicas

parciais do gene Gn entre os grupos filogenéticos.

Gamboa Bunyamwera California Turlock Simbu VKK

G IVi - =
ruporvirus Desvio padrao

Gamboa i 3,0% 3,4% 34% 3,8% 4,0%
Bunyamwera 62,3% b 2,8% 3,0 3,2% 3,4%
Califérnia 62,1% 56,6% i 34% 3,7% 3,4%
Turlock 51,6% 59,7% 64,1% e 4,0% 4,5%
Simbu 74,7% 69,3% 76,0% 73,5% R 4.2%
VKK 69,6% 64,8% 60,5% 67,1% 751% ***

Divergéncia genética nucleotidica
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Tabela 1 — Valores percentuais de divergéncia aminoacidica e nucleotidica obtidos a partir de sequéncias nucleotidicas

parciais da glicoproteina de superficie Gn, segmento M-RNA, dos virus do sorogrupo Gamboa.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

Amostras - - - -
Divergéncia aminoacidica (%)
AN439546 1| *» 07 00 00 00 00 20 00 00 OO0 OO0 6,1 20 4,7 150 150 9,0 9,0 150 189 9,7
AN448848 2(10 ** 07 O7 07 07 27 07 07 07 07 69 27 54 157 157 9,7 9,7 15,7 19,7 10,5
AR470618 300 10 * 00 00 OO 20 OO0 OO0 00 OO 6,1 20 4,7 150 150 90 9,0 15,0 189 9,7
AR474122 4,07 10 07 ** 00 00 20 00 00 OO 00 61 20 4,7 150 150 90 9,0 150 18,9 9,7
AR502380 500 10 00 O7 ** 00 20 00 00 00 OO 6,1 20 4,7 150 150 90 9,0 15,0 189 9,7
AR510329 607 10 o7 O7 07 * 20 00 OO0 00 OO0 6,1 20 4,7 150 150 9,0 9,0 15,0 189 9,7
AR510340 7/58 6,1 58 58 58 58 * 20 20 20 20 76 41 6,9 15,7 15,7 11,2 11,2 15,7 19,7 119
AR512576 8,03 07 03 03 03 03 54 * 00 00 00 61 20 4,7 150 150 90 9,0 150 189 9,7

AR513690 9113 1,7 13 07 13 13 66 10 * 00 00 61 20 47 150 150 90 90 150 189 9,7
AR514527 (10|03 07 03 03 03 03 54 00 10 *™ 00 61 20 4,7 150 150 90 9,0 150 189 97
AR470712 |11|14,7 15,1 14,7 13,8 14,7 14,7 154 143 139 143 ** 6,1 20 4,7 150 150 9,0 9,0 150 189 9,7

VGAM 12142,4 41,7 42,4 40,7 42,4 42,4 57,5 41,7 39,8 41,7 5256 ** 54 54 142 142 9,7 9,7 142 17,3 10,5
TR61469 13|28,6 29,1 28,6 27,3 28,6 28,6 30,7 28,0 27,5 28,0 155 470 ** 4,1 14,2 142 83 8,3 14,2 181 90
VPV 14351 358 35,1 33,7 351 34,5 416 345 351 34,5 399 47,5 451 ** 14,2 142 90 90 14,2 165 9,7

GML435718|15|84,4 86,4 84,4 84,4 84,4 854 859 84,4 87,2 84,4 939 84,0 96,4 66,2 *** 0,7 119 119 0,7 83 12,7
GML903023 |16 | 86,4 88,4 86,4 84,6 86,4 87,4 819 86,4 874 86,4 946 829 935 63,8 68 *** 12,7 12,7 00 9,0 134
GML382916 |17 |75,5 75,5 755 755 755 76,4 90,5 755 74,8 755 76,3 81,3 725 68,1 634 636 *** 0,0 12,7 150 0,7
GML438524 |18 |75,5 75,5 755 755 755 76,4 90,5 755 74,8 755 76,3 81,3 725 68,1 634 636 00 *** 12,7 150 9,0
GML903021 |19 |84,6 86,7 84,6 82,9 84,6 856 80,2 84,6 856 84,6 92,8 829 953 638 64 03 636 636 *** 0,7 134
VSJ 20190,1 90,1 90,1 88,3 90,1 91,1 98,2 90,1 91,1 90,1 91,9 92,3 88,7 95,7 60,0 56,9 81,3 81,3 56,9 *** 157
VBL 21]80,0 80,0 80,0 80,0 80,0 80,9 87,7 80,0 80,6 80,0 73,8 77,1 68,2 554 59,7 64,0 18,3 18,3 64,0 754 ***
Divergéncia nucleotidica (%)
Legenda: Quadrante superior (italico: divergéncia aminoacidica); Quadrante inferior (divergéncia nucleotidica); amostras em vermelho: cepas

brasileiras do VGAM; amostras em azul: cepas latinoamericanas do VGAM; em destaque amarelo as divergéncias para o clado |; em destaque

verde as divergéncias para o clado Il; VBL: Virus Brus Laguna; VGAM: Virus Gamboa; VPV: Virus Pueblo Viejo; VSJ: Virus San Juan.
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3.3 ESTUDO EXPERIMENTAL EM PINTOS (Gallus gallus domesticus)

Os pintos recém nascidos da espécie Gallus gallus domesticus,
aparentemente nao desenvolveram nenhum sinal de doenga durante todo o
experimento, encontrando-se ativos e aceitando bem alimentagéo e agua, com
aspecto semelhante ao dos animais controles. Durante a coleta das amostras
teciduais dos trés grupos de animais (controle, infectados via i.c. e infectados
via s.c.), nao foi visualizada nenhuma alteragcdo macroscépica nos 6rgaos,

permanecendo inalteradas até o final das coletas dos espécimes bioldgicos.

3.3.1 Estudo Histopatoldgico e Imunohistoquimico

3.3.1.1 Alteracdes histoldgicas

A analise histopatoldgica da infecgdo experimental com pintos recém
nascidos (Gallus gallus domesticus) demonstrou reacao tecidual predominante
no figado e pulméo, seguido de alteragao leve no rim e cérebro. O espectro de
lesdo mostrou variagdo de intensidade entre 1° ao 7° dia p.i., com pico de
intensidade entre o 5° e 6° dia p.i. nos diferentes 6rgdos acometidos e,
principalmente, para os dois 6rgaos alvo: pulmdo e figado. Nao houve
diferenciagao das alteragcdes patolégicas nos 6rgaos analisados em relagao as
duas vias de inoculagao (i.c. e s.c.), com excegao do tecido neural, que
apresentou alteracdo apenas apos infecgao pela via i.c.

As alteragdes pulmonares foram caracterizadas por congestao,

edema, espessamento das trabéculas pulmonares, hemorragia e infiltracdo
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inflamatoria de mononucleares (linfécitos e plasmécitos) de padrao intersticial,
sem presencga de exsudato intra alveolar e sem necrose intensa (Figura 11 B e
C). A intensidade das lesdes nos diferentes dias p.i. foi crescente a partir do 1°
e 2° dia p.i., acentuando-se apods o 3° dia p.i., com pico no 5 ° e 6° dia p.i.

As alteragdes do parénquima hepatico foram caracterizadas pela
presenca de tumefagcado de hepatécitos, com inicio no 2° dia p.i. Os espacgos-
porta mostraram infiltrado inflamatério de mononucleares (linfécitos,
plasmdcitos e macréfagos) de leve a moderada intensidade, acompanhado de
congestao local, principalmente entre o 5° e 6° dia p.i. (Figura 12 B e C).
Aspectos regenerativos hepatocitarios, colestase, fibrose e subversdo da
arquitetura lobular nao foram observados.

No coracdo nao foram observadas alteragdes significativas de nota.
O baco apresentou eminentemente congestdo, sem outras particularidades. Ja
no SNC, as alteragbes foram observadas apenas no grupo de animais
inoculados pela via i.c., estando localizadas nas meninges e caracterizadas por
edema e congestao, observadas principalmente entre o 5° e 6° dia p.i. Nao foi
observada meningite em nenhum dos grupos infectados. Nos rins, ndo foram
observadas alteragdes significativas do parénquima renal e, quando estas
estavam presentes, eram constituidas por congestdo e leve infiltracdo de
linfécitos no intersticio, o que também foi observado nos animais do grupo
controle. Os glomérulos n&o apresentaram alteragées. Foi observada
tumefacao de células tubulares renais de leve intensidade, sobretudo entre o 6°

e 7° dia p.i. (Figura 13).
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Figura 11 — Fotomicrografia de campo claro (HE) de tecido pulmonar de pinto da espécie
Gallus gallus domesticus, controle (A) e infectado com a cepa do VGAM Be AN 439546

pela via s.c., no 7° dia p.i., mostrando hemorragia (circulo), congestao de vasos (setas) e

espessamento das trabéculas pulmonares (*) (B); e infiltrado inflamatdrio - setas (C).
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Figura 12 — Fotomicrografia de campo claro (HE) de tecido hepatico de ave da espécie
Gallus gallus domesticus controle (A) e infectado com a cepa do VGAM Be AN 439546
pela via s.c., no 7° dia p.i., mostrando infiltrado inflamatério perivascular — setas (B) e

tumefacao de hepatdcitos — setas (C).
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Figura 13 — Fotomicrografia de campo claro (HE) de tecido renal de ave da espécie
Gallus gallus domesticus infectado com a cepa do VGAM Be AN 439546, pela via
s.C., no 7° dia p.i., demonstrando tumefagao das células dos tubulos renais.

3.3.1.2 Detecgdo de antigenos para o VGAM em tecidos de pintos (Gallus

gallus domesticus)

A analise apds a reacgao de imunohistoquimica nos tecidos de pintos
recém nascidos infectados com o VGAM demonstrou imunorreatividade bem
evidente no figado e pulmdo, com imunomarcagcdo viral acastanhada
caracteristica distribuida no citoplasma das células (Figura 14 A e B). O
antigeno viral foi observado a partir do 1° dia até o 8° dia p.i., com pico de
intensidade no 7° dia p.i. Foi também observada imunoreagao tecidual no rim
(Figura 14C), embora a alteragao patolégica observada tenha sido leve. No
baco, coragao e cérebro a imunomarcacgéao foi muito discreta e em raras células

(Dados nao mostrados).
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Figura 14 — Fotomicrografia de campo claro (imunohistoquimica) de amostras
teciduais de ave da espécie Gallus gallus domesticus infectada com a cepa do
VGAM Be AN 439546 pela via s.c., no 7° dia p.. A — Imunomarcagao
acastanhada no citoplasma de células de tecido pulmonar (setas); B — tecido
hepatico mostrando hepatdcitos imunomarcados (setas); C — tecido renal
mostrando o citoplasma de células de tubulos renais imunomarcadas (setas).
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3.4 ESTUDO SOROLOGICO

3.4.1 Deteccéao de anticorpos Inibidores da Hemaglutinagao

Dos plasmas de aves e soros de outros animais silvestres e de
humanos procedentes de Tucurui testados por IH para a pesquisa de
anticorpos contra o VGAM, 37 (5,9%), 06 (2,6%) e 06 (1,5%) amostras,
respectivamente, apresentaram anticorpos inibidores da hemaglutinagcéo para o

VGAM (Figura 15). Os titulos variaram de 1:20 a 1:640 (Quadro 10).
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N = 406
400 - @ Testadas
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Aves Animais silvestres Humanos

Figura 15 — Detecg¢ao de anticorpos inibidores da hemaglutinagdo em amostras
de plasma de aves, soros de outros animais silvestres (répteis, roedores,
marsupiais, primatas nado humanos, edentados e carnivoros) e de humanos

coletados no municipio de Tucurui, estado do Para.
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As 37 aves que apresentaram anticorpos para o VGAM sao de
espécies variadas, estando distribuidas em 12 familias, sendo a ave da espécie
Ramphocelus carbo (familia Emberizidae, sub-familia Thraupinae) a que
apresentou maior positividade, com sete amostras apresentando anticorpos
para o VGAM. Em seguida, encontramos a espécie Saltator maximus (familia
Emberizidae, sub-familia Cardinalinae), com quatro amostras apresentando
anticorpos inibidores da hemaglutinagdo. No quadro 10 estdo descritas todas
as 37 aves que apresentaram anticorpos para o VGAM, com seus respectivos
valores de titulo no teste de IH.

Dos seis animais silvestres positivos no teste de IH, quatro séo
répteis com titulo de 1:40 a 1:160 e dois s&o roedores com titulos de 1:20 e
1:40. Dos répteis positivos, trés eram da espécie Chelonoidis denticulata e um
Chelonoidis carbonaria, conhecidos vulgarmente como jabuti tinga e jabuti
piranga, respectivamente. Ja os roedores positivos, um era da espécie
Dasyprocta aguti (cutia) e outro da espécie Proechimys guyannensis (rato do
campo). Das seis (1,5%) amostras de humanos que apresentaram anticorpos

inibidores da hemaglutinagcéo para o VGAM, os titulos variaram de 1:20 a 1:80.
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Quadro 10 - Distribuicdo das aves de acordo com espécie, familia e nome vulgar, que apresentaram anticorpos para o

VGAM no teste de IH com seus respectivos titulos.

FAMILIA ESPECIE NOME VULGAR SEXO* | QUANT TITULO IH
Alcedinidae Chloroceryles aenea Arirambinha F 1 1:40
Caprimulgidae Chordeiles acutipennis Bacurau-de-asa-fina 1M/1F 2 1:20/1:20
Caprimulgidae Caprimulgus nigrescens Bacurau-de-lajeado 1M/1F 2 1:40/1:80
Columbidae Columbina talpacoti Rolinha-roxa 1M/1F 2 1:80/1:80
Dendrocolaptidae Xiphorhynchus picus Arapagu-de-bico-branco F 1 1:160
Dendrocolaptidae Dendrocincla fuliginosa Arapacu-pardo 2M/1F 3 1:20/ /1:40/1:40
Emberizidae Thraupis episcopus Sanhago-da-Amazénia F 1 1:20
Emberizidae Ramphocelus carbo Pipira-vermelha 6M/1F 7 1:40/1:20/1:20/1:40/1:20/1:40/1:20
Furnariidae Automulus infuscato Barranqueiro-pardo M 1 1:320
Furnariidae Philydor erythrocercus Limpa-folha-de asa-castanha 2F 2 1:20/1:20
Furnariidae Synallaxis rutilans Jodo-teneném-castanho M 1 1:160
Pipridae Pipra fasciicauda Uirapuru-laranja 1F 1 1:20
Ramphastidae Ramphastos vitellinus Tucano-de-bico-preto 1TM/1F 2 1:20/1:160
Emberizidae Saltator maximus Tempera-viola 3M/1F 4 1:20/1:80/1:40/1:40
Thraupidae Tachyphonus rufus Pipira-preta 1M/1F 2 1:640/1:320
Tityridae Pachyramphus rufus Caneleiro-cinzento F 1 1:320
Troglodytidae Campylorhynchus turdinus Garrinchao 1M/1F 2 1:160/1:40
Tyrannidae Myiarchus tuberculifer Maria-cavaleira-pequena F 1 1:20
Tyrannidae Attila cinnamomeus Tinguagu-ferrugem F 1 1:20

* F: Fémea; M: macho
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Dos 37 plasmas de aves silvestres que apresentaram anticorpos
para o VGAM (cepa brasileira Be AN 439546) no teste de IH, foi realizado o TN
em apenas trés amostras: Pipra fasciicauda, Saltator maximus e Columbina
talpacoti, uma vez que as demais foram insuficientes para o desenvolvimento
do teste. Dos trés plasmas testados, dois (Pipra fasciicauda e Columbina
talpacoti) neutralizaram o VGAM (cepa brasileira Be AN 439546) com ILN de
1,9 e 2,1 DL50/0,02mL, respectivamente. Ja dos seis soros dos outros animais
silvestres positivos no teste de IH, apenas para a amostra do roedor
Proechimys guyannensis nao foi realizado o TN (também por apresentar
quantidade de soro insuficiente), sendo que nenhuma delas neutralizou o
VGAM (cepa brasileira Be AN 439546). O mesmo resultado foi observado para
0s seis soros humanos positivos para anticorpos inibidores da hemaglutinacdo.

Para as amostras de soro dos pintos coletadas durante a cinética do
estudo experimental, foram detectados anticorpos para o VGAM a partir do 10°
dia p.i. até o ultimo dia do experimento (18° dia) nas duas vias de inoculagéo
testadas (i.c e s.c), porém titulos de anticorpos inibidores da hemaglutinagao

mais elevados foram observados para a via i.c. (Figura 16).
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Figura 16 — Detecc¢do de anticorpos inibidores da hemaglutinagdo em amostras
de soro de pintos (Galus galus domesticus) infectados com a cepa viral BE AN

439546 do VGAM, através das vias i.c. e s.c.

3.4.2 Relagéo antigénica em Teste de Fixacdo do Complemento

Em testes de FC cruzado com dez das 12 cepas brasileiras de
VGAM, foi possivel observar o relacionamento antigénico entre as cepas virais.
A amostra prototipo brasileira do VGAM (Be AN 439546) apresentou uma
relacdo especifica mais intensa com as cepas Be AR 474122, Be AR 502068,
Be AR 502380, Be AR 510329 e Be AR 510340, com titulos de >64/8. Ja os
dois isolamentos obtidos de aves (Be AN 439546 e Be AN 448848) parecem
ser um pouco mais distintos um do outro, com titulos de 8/8 e 16/>8,
respectivamente. Parece também existir diferencas antigénicas bem relevantes
entre as cepas obtidas de artropodes, como por exemplo, entre a cepa Be AR

502068 e Be AR 510690 em que nao ocorreu reagao entre a primeira amostra
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e 0 soro homodlogo da segunda amostra, assim como entre o antigeno dessa

ultima cepa com o soro homdlogo da amostra Be AR 502068 em que foi

observada apenas uma reagao com titulo de 8/4, assim como outros exemplos

que podem ser observados no quadro 11, onde estdo representados todos os

resultados obtidos nos testes cruzados de FC.

Quadro 11 — Resultados dos testes cruzados de fixacdo do complemento com

amostras de virus do grupo Gamboa, isoladas na area de Tucurui, nos anos

de 1982 a 1988.

ANTIGENOS SOROS
546 848 712 122 068 380 329 340 690 527 | Controle

AN 439546 | >g4/8 8/8 8/4 16/8 8/4 | >64/8 | 3214 | 16/8 | 32/4 | >64/8 0
AN 448848 | 16/>8 | >64/8 | >64/8 | >64/8 | >64/8 | >64/8 | >64/8 | >64/8 | >64/8 | >64/8 0
AR 470712 8/8 16/8 | 32/18 | >64/8 | 8/4 8/4 | >64/8 | 16/8 | 16/8 | 16/8 0
AR474122 | >64/8 | >64/8 | 8/8 64/8 | >64/18 | >64/8 | 16/8 | >64/8 | >64/8 | 4/8 0
AR 502068 | >64/8 0 8/8 | >64/8 | >64/8 | >64/8 | 4/8 8/8 0 8/8 0
AR 502380 | >64/8 | >64/8 | >64/8 | >64/8 | >64/8 | >64/8 | >64/8 | >64/8 | >64/8 | >64/8 0
AR 510329 | >64/8 0 8/8 8/8 64/8 | >64/8 | >64/8 | 8/8 0 4/8 0
AR 510340 | >64/8 | >64/8 | >64/8 | >64/3 | >64/8 | >64/8 | >64/8 | >64/8 | >64/8 | >64/8 0
AR 513690 8/>8 8/8 8/4 32/4 8/4 16/8 | 16/8 | >64/8 | 16/8 | 16/8 0
AR 514527 32/4 | >64/8 | 16/4 8/4 64/8 | 32/4 | 32/4 | >64/8 | 32/8 | 32/4 0

Controle 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Legenda — Valores destacados na cor vermelha: titulo das cepas virais e seus respectivos

soros homoélogos; em azul: cepas que apresentaram maior relagdo antigénica entre si; em

verde: relagdo antigénica entre as duas amostras isoladas do sangue de aves; em rosa:

amostras que apresentaram baixa relagdo antigénica entre si.
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4 DISCUSSAO

A viabilidade das doze cepas de VGAM nos camundongos albinos
suicos recém nascidos e na linhagem celular VERO, demonstra mais uma vez
a excelente suscetibilidade desses dois sistemas de isolamento viral para a
replicacéo de arbovirus, classificando, principalmente, os camundongos albinos
suicos recém nascidos, como o melhor e mais eficiente sistema de isolamento
ainda disponivel para esse grupo de virus (Dias, 1986; Travassos da Rosa, et
al., 1997; Azevedo, et al., 2007).

A variagao no tempo de inicio de doenga nos camundongos recém
nascidos e do inicio de aparecimento de ECP nas células VERO (quadro 8),
demonstra a diferenca entre um sistema de isolamento “in vivo” e “in vitro”, uma
vez que os cultivos celulares ndao apresentam ainda que imaturo o sistema
imunoldgico e fisioldgico dos animais recém nascidos utilizados para o estudo
com arbovirus, o que provavelmente permite que o virus inicie a sua replicacao
mais rapidamente, como foi observado para as doze cepas virais de VGAM, as
quais apresentaram um tempo menor para o inicio do aparecimento do ECP
nas células VERO, como por exemplo a amostra Be AR 502380 que causou
ECP em células VERO no 3° dia p.i. enquanto os camundongos recém
nascidos adoeceram no 10° dia p.i.

A caracteristica do ECP observada para as cepas brasileiras de
VGAM utilizadas neste estudo em células VERO (Figura 8), foi semelhante ao
observado para outros orthobunyavirus como os Virus Mojui dos Campos
(Wanzeller et al.,, 2002) e VLAC (Bennett et al.,, 2007), sendo também

caracterizado por destruicdo da monocamada celular, devido a morte das
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células, com arredondamento das mesmas, assim como observado para as
amostras em estudo (Figura 8).

Quanto ao estudo molecular dos virus do sorogrupo Gamboa, as
sequéncias nucleotidicas obtidas estdo de acordo com o que era esperado
para o par de iniciadores utilizados - M14C e M619R, os quais foram
desenhados para amplificar o gene Gn do segmento M dos orthobunyavirus
(Fulhorst et. al.,, 1996). Também observou-se que os 450 nucleotideos
consensos obtidos para esses virus corroboram o que € descrito na literatura
para esta regiao do segmento M dos orthobunyavirus (Lees et al., 1986; Nichol
et al., 2005; Elliott, 2008). A amostra viral Be AR 502068 foi excluida do estudo
molecular devido, provavelmente, a quantidade obtida de cDNA da amostra ter
sido insuficiente para a leitura pelo sequenciador, uma vez que o RNA da
amostra foi obtido e o cDNA amplificado (Figura 9). Novas tentativas de
obtencao da sequéncia nucleotidica dessa amostra serao realizadas.

A arvore filogenética gerada pelo método de MV para os virus em
estudo em comparagao com outros orthobunyavirus exibiu valores de bootstrap
e de probabilidade posterior confiaveis, entretanto alguns valores relativamente
baixos para alguns ramos da arvore foram observados, principalmente para o
grupo Bunyamwera (65,8 % e 70 %) e podem ter ocorrido em virtude da
elevada variabilidade genética observada para o segmento M entre virus de
sorogrupos diferentes, como, alias, foi anteriormente observado por Briese e
colaboradores (2004) e Carvalho e colaboradores (2009) em estudos com os

VGRA e Virus Melao (VMEL), respectivamente.
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O estudo comparativo dos virus do grupo Gamboa com outros
orthobunyavirus dos grupos Bunyamwera, Califérnia, Simbu e Turlock,
evidenciou que os virus em estudo sdo geneticamente mais relacionados com
o Virus Umbre (VUMB) do grupo Turlock € menos com os virus do grupo
Simbu. O grupo Turlock é conhecido por conter virus que possuem ciclo de
manutencdo envolvendo mosquitos como vetores e aves como hospedeiros
vertebrados, principalmente, o Virus Turlock (protétipo do grupo) e o VUMB
(Yadav et al., 2008), caracteristica essa também observada para os virus do
sorogrupo Gamboa. Isto talvés explique, em parte, esse relacionamento
filogenético.

A distribuicdo dos virus do sorogrupo Gamboa utilizados neste
estudo em dois grupos filogenéticos distintos (clado | e clado Il) esta de acordo
com a atual classificagdo sorologica, na qual os virus do grupo Gamboa séo
divididos em dois complexos antigénicos: Gamboa e Alajuela (Figura 5)
(Calisher et al., 1981; Calisher, 1996), de modo que o clado | coresponde ao
complexo Gamboa, pois nesse clado esta incluido os VGAM e VPV que fazem
parte do complexo Gamboa; e o clado Il ao complexo Alajuela, uma vez que
contém os VSJ e VBL deste complexo antigénico. Faz parte ainda deste ultimo
complexo o VALJ, que nao foi incluido em nosso estudo devido a
indisponibilidade da amostra viral para a obtencdo da sequéncia nucleotidica.
Acreditamos que esse virus, provavelmente, faria parte do clado Il, uma vez
que os outros virus relacionados a ele dentro do complexo Alajuela, os VSJ e

VBL, como descrito sorologicamente (Calisher et al., 1981) estdo nesse clado.
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Em estudos posteriores pretendemos incluir esse virus na analise para tentar
confirmar essa hipotese.

Todas as onze amostras brasileiras de VGAM foram incluidas no
clado |, estando, portanto, mais relacionadas aos VGAM e VPV, sendo
provavelmente cepas desses dois virus, como também observado para a cepa
TR61469 isolada no Suriname. Esses achados nos levam a acreditar que
possivelmente no Brasil (principalmente no lago da usina hidroelétrica de
Tucurui, no Para) s6 exista a circulagao de virus do complexo Gamboa, uma
vez que até o momento n&do existem evidéncias de isolamentos de virus
relacionados aos virus do complexo Alajuela. Ja a subdivisao observada para o
clado Il (subclado ll-a e subclado lI-b), demonstra existir diferengas genéticas
significativas ao nivel do gene Gn entre os VBL e VSJ, separando esses virus
em duas linhagens diferentes dentro do complexo Alajuela.

A baixa divergéncia nucleotidica e aminoacidica observada entre as
11 cepas brasileiras de VGAM, ao nivel do gene Gn, se deve provavelmente
por essas amostras terem sido isoladas no mesmo local de origem (Tucurui —
Para) e mesmo periodo (1986 a 1988). Ja as amostras latinoamericanas foram
isoladas de paises diferentes, como Panama, Honduras, Equador e Suriname,
e em periodos diferentes (1962 a 1987), fato este que vem provavelmente
justificar a divergéncia nucleotidica de 62,7 % observada entre esses virus.

A ave doméstica da espécie Gallus gallus domesticus &
frequentemente utilizada como animal sentinela (Chung, 1970) e em estudos
de infeccbes experimentais com arbovirus, sendo que em geral, esses animais

desenvolvem viremia e soroconversdo, porém nao apresentam sintomatologia
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clinica, assim como foi observado para o VGAM cepa brasileira Be AN 439546
neste estudo e para os flavivirus Virus do Nilo Ocidental (VNO), Virus da
Encefalite de Murray Valley (VEMV), Virus da Encefalite Saint Louis (VESL) e o
Virus Usutu (VUSU) (Smith et al., 1947, Chung, 1970, Senne et al., 2000,
Langevin et al., 2001, Chvala et al., 2004; 2005).

As alteragbes patologicas observadas durante a infecgao
experimental com o VGAM em tecidos de pintos recém nascidos no pulméo e
figado os caracterizam como 6érgaos alvos para a replicacdo do VGAM, sendo
confirmado através da deteccdo de antigenos \virais através da
imunohistoquimica. Os dados obtidos do experimento mostram inclusive que o
pulméo é o érgao mais afetado. Por outro lado, lesbes observadas no SNC ao
nivel das meninges apenas no grupo de animais infectados pela via i.c.
possivelmente ocorreu devido ao trauma causado durante o procedimento de
inoculagdo da amostra viral, o que se confirmado, excluiria o cérebro como
orgao alvo durante infecgdes com o VGAM. O mesmo observou-se para
coragao e baco, uma vez que a imunomarcagao nesses tecidos foi muito ténue
ou inexistente e praticamente ndo observou-se alteragdes histoldgicas nos
mesmos.

Ja para o rim, a marcagao observada por imunohistoquimica no
citoplasma das células dos tubulos renais (Figura 13) comprova a presenga de
antigeno do VGAM nesse tecido, indicando que esse virus replica-se nas
células renais, apesar de causar alteracdo tecidual leve nos exames
histopatolégicos. Esse fato tem sido bastante observado em estudos de

infeccao persistente com os VNO (Tonry et al., 2005; Tesh et al., 2005) e VESL
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(Siirin et al., 2007), onde os autores demonstraram que esses virus causam
infeccao renal crénica com persistente liberagcao de particulas virais pela urina
em hamsters dourados jovens (Mesocricetus auratus), porém exibem pouca
alteragaoes anatomopatologicas a microscopia.

O tropismo acentuado desse virus pelo tecido pulmonar € uma
caracteristica que até o momento nao foi relatada entre os virus do género
Orthobunyavirus, consistindo achado novo entre os orthobunyavirus com
patologia descrita, uma vez que a maioria desses virus apresenta alteracdes
teciduais predominantes no SNC e/ou figado, sendo que outros 6rgaos quando
acometidos o sdo com intensidade leve a moderada (Karabatsos, 1985, Dias,
1986). De fato, assim foi observado por De Paola e colaboradores (1963) em
um estudo sobre a infecgdo experimental com virus do grupo C e Guama em
camundongos jovens e adultos e também por Araujo e colaboradores (1978)
quando inocularam o VORO em hamsters.

O tropismo pulmonar dentro da familia Bunyaviridae tem sido
relatado apenas para os hantavirus que causam sindrome pulmonar em
humanos (Vinh & Embil, 2009) e para o phlebovirus Serra Norte, que em um
estudo desenvolvido por Ohashi e Brasil (1997), demostraram certo tropismo
desse virus por tecido pulmonar de camundongo albino sui¢co recém nascido.
Entretanto, nenhum estudo de infecgao experimental com membros da familia
Bunyaviridae usando como modelo experimental a ave doméstica Gallus gallus
domesticus, até onde podemos ver na literatura, foi realizado, sendo nossos

achados novos para a ciéncia.
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A deteccado do antigeno do VGAM no pulméo e figado de pintos
recém nascidos por imunohistoquimica a partir do 1° ao 8° dia p.i. e a deteccéao
de anticorpos inibidores da hemaglutinacdo nos soros desses animais a partir
do 10° dia p.i. (Figura 12) caracteriza uma provavel curva virémica para a
infeccao do VGAM em ave da espécie Gallus gallus domesticus, apesar de nao
ter sido determinada a viremia no sangue dos pintos, para melhor estabelecer o
curso da infeccao e resposta imune do hospedeiro. Para determinar a curva
viremica, o PCR em tempo real podera ser utilizado para detectar o genoma
viral nas amostras teciduais bem como quantificar a carga viral presente nos
tecidos e no sangue.

Em relagdo ao estudo sorolégico, a maior prevaléncia (5,9%) de
anticorpos inibidores da hemaglutinagao para o VGAM em amostras de plasma
de aves silvestres em relacdo as amostras de soro de outros animais silvestres
(2,6 %), corrobora os achados de Calisher e colaboradores (1981), que em um
estudo de soroprevaléncia realizado na provincia de Santa Fé na Argentina
encontrou 14,5 % de anticorpos neutralizantes para o VGAM em aves € 3,4 %
para outros animais silvestres. Esses achados reforcam a hipotese de que as
aves constituem o principal vertebrado hospedeiro de amplificagdo do VGAM.
Essa caracteristica, provavelmente, se deve ao fato de que os mosquitos
Aedeomyia squamipennis, que é o principal vetor transmissor do VGAM,
possuem habitos noturnos e sao tidos como dotados de predile¢do por sangue
de aves — ou seja, sao ornitofilicos (Forattini, 2002). Esse fato facilita o contato
desses mosquitos com aves e, consequentemente, a transmissdo do VGAM a

esses animais.
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Apesar das aves das espécies Ramphocelus carbo (Emberizaridae -
Thraupinae), conhecida vulgarmente como pipira-vermelha e a Saltator
maximus (Emberizaridae — Cardinalinae), nome vulgar tempera-viola, terem
sido as espécies com maior prevaléncia de anticorpos para o VGAM, outras
espécies de aves de outras familias também apresentaram positividade para
esse virus em testes de IH, o que descarta a possibilidade do VGAM possuir
suscetibilidade para sua replicagdo em uma unica espécie ou familia de ave.
Achados semelhantes foram obtidos no estudo de Calisher e colaboradores
(1981), onde diversas espécies de aves distribuidas em cinco familias
apresentaram anticorpos neutralizadores para o VGAM.

O TN confirmou a presenca de anticorpos especificos para a cepa
brasileira do VGAM Be AN 439546 no plasma de duas aves capturadas em
Tucurui no Estado do Para, reforcando desta forma o papel desses animais no
ciclo de manutencao do VGAM, assim como a provavel circulagdo desse virus
nessa regiao na época da coleta das amostras.

Por outro lado, a negatividade no TN para os soros dos répteis, do
roedor e dos humanos que apresentaram anticorpos inibidores da
hemaglutinagdo, demonstrou que esses anticorpos sao inespecificos ou podem
ser devido a reacado cruzada com anticorpos para outros orthobunyavirus, ja
que as amostras nao foram testadas para outros virus desse género viral, uma
vez que varias dezenas de bunyavirus circulam na Amazénia. A reatividade
cruzada é caracteristica bastante observada no teste de IH que é um teste
soroldgico que apresenta alta sensibilidade, porém exibe baixa especificidade,

0 que resulta em muitos cruzamentos sorolégicos entre virus de um mesmo
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grupo antigénico e/ou género viral (Pinheiro et al., 1996; Travassos da Rosa et
al., 1997; Azevedo et al., 2007).

A relagcao antigénica observada entre as dez cepas brasileiras de
VGAM com base em testes cruzados de FC (Quadro 11) foi diferente quando
comparada com a relagao dos valores percentuais de divergéncia nucleotidica
e aminoacidicas das sequéncias obtidas para o gene Gn das 11 cepas
brasileiras de VGAM (Tabela 1). De fato, pela sorologia alguns virus
apresentaram baixa relagao antigénica, enquanto que pela analise genética do
gene Gn esses virus apresentam baixa divergéncia nucleotidica, ou seja, séo
bastante relacionados entre si. Essa diferenga entre relacdo genética e
antigénica pode ser explicada, muito provavelmente, pelo fato de que o teste
de FC utiliza a reatividade da proteina N, codificada a partir do segmento S-
RNA e a analise genética baseou-se em sequéncia do gene Gn do segmento
M-RNA.

Muito embora a filogenia dos virus do grupo Gamboa observada
neste trabalho tenha se mostrado de acordo com a classificagdo soroldgica
atual, esta classificagao é realizada nao apenas baseada em teste de FC, mas
também em testes de IH e TN, sendo que ambos os testes utilizam a
reatividade das glicoproteinas de superficie Gn e/ou Gc (Beaty & Bishop, 1988;
Calisher, 1996; Elliott, 2008). Diferencas das relagdes antigénicas observadas
entre os métodos soroldgicos classicos (FC, IH e TN) para orthobunyavirus
vém sendo descritos na literatura (Shope & Causey, 1962; Shope et al., 1988)
e tem sido comprovado geneticamente que essas diferengas sdo devido a

rearranjos entre os segmentos, tal como foi observado para os VORO
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(Vasconcelos, 2009), VMEL (Carvalho et al., 2009) e os virus do grupo C
(Nunes et al., 2005). Contudo, estudos moleculares para o segmento S-RNA ou
0 genoma completo dos virus do grupo Gamboa, bem como a realizagao de
testes de IH e neutralizagcdo com esses virus sao fundamentais para tentar
elucidar essas questdes.

Os achados deste trabalho representam as primeiras informacoes
sobre a relagao genética entre os virus do sorogrupo Gamboa e outros
orthobunyavirus ao nivel do segmento M-RNA, e sobre a patogenicidade da
cepa brasileira do VGAM Be AN 439546 em pintos da espécie Gallus gallus
domesticus. Este estudo também vem reforcar os dados soroldgicos e
epidemioldgicos ja existentes sobre o ciclo de replicagdo dos virus do grupo
antigénico Gamboa em natureza, principalmente, do VGAM. Muitos outros
estudos ainda devem ser realizados para melhor compreender a biologia
molecular desses virus, inclusive com o sequenciamento parcial ou completo
dos demais segmentos gendmicos (S-RNA e L-RNA) para estudar possiveis
rearranjos genéticos, assim como estudos adicionais sobre a ecoepidemiologia,
principalmente do virus em relagdo ao vetor artropode, bem como sobre a

patogenicidade em outros modelos experimentais.
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5 CONCLUSOES

- Os camundongos albinos suigos recém nascidos e as células VERO séao

suscetiveis a replicagao dos virus do sorogrupo Gamboa;

- As sequéncias nucleotidicas obtidas para os virus do sorogrupo Gamboa séo
compativeis com o gene da glicoproteina de superficie Gn do segmento M-

RNA dos orthobunyavirus;

- As 11 cepas brasileiras de VGAM sao geneticamente muito semelhantes, com
elevada homologia entre si ao nivel da glicoproteina de superficie Gn
(segmento M-RNA), enquanto as demais cepas latinoamericanas sdo menos

relacionadas entre si;

- Os virus do grupo Gamboa sao, ao nivel do gene Gn, filogeneticamente mais
relacionados aos virus do grupo Turlock e menos relacionados aos virus do

grupo Simbu;

- Filogeneticamente, em relagcdo ao segmento M-RNA (Glicoproteina Gn) os
virus do sorogrupo Gamboa foram divididos em dois clados distintos (clado | e
clado Il), de modo semelhante ao observado para a classificagdo soroldgica

atual, em dois complexos antigénicos;

- A ave doméstica Gallus gallus domesticus mostrou-se suscetivel a replicagéo

da cepa brasileira do VGAM Be AN 439546, desenvolvendo viremia e resposta
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imune com produgao de anticorpos, sem apresentar sinais clinicos aparentes

de doenga;

- A cepa brasileira do VGAM Be AN 439546 apresentou tropismo predominante
para os tecidos pulmonares e hepaticos de pintos recém nascidos da espécie

Gallus gallus domesticus;

- O tropismo predominante por tecido pulmonar pela cepa do VGAM Be AN

439546 é um achado novo entre os orthobunyavirus com patologia descrita;

- Estudos moleculares com sequenciamento completo do genoma completo
dos virus do sorogrupo Gamboa, assim como sobre a ecoepidemiologia do
vetor e de animais hospedeiros (especialmente aves) para o ciclo de replicagao
dos virus, sdo importantes para uma melhor compreensao da epidemiologia

molecular, reforcando as informagdes ja existentes sobre esses virus.
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