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RESUMO

O virus BE AR 701405 foi obtido de um lote de mosquitos da espécie
Psorophora (Jan.) ferox, capturados em Altamira, estado do Pard, no ano de 2006.
O objetivo deste estudo foi caracterizar fisico-quimica, biol6gica e antigenicamente o
virus BE AR 701405, com o objetivo de obter dados que auxiliassem sua
classificagcdo taxondbmica. Camundongos recém-nascidos manifestaram alteracdes
neuroldgicas, como tremores e auséncia de coordenacdo motora, apos a infeccao
pelo virus BE AR 701405. O virus praticamente ndo determinou efeito citopético
(ECP) nas células de Aedes albopictus, clone C6/36, entretanto, causou ECP em
células Vero com aproximadamente 48 horas pos- infecgéo. O titulo do virus obtido
foi de 10™** DLso/ 0,02 mL e o titulo ap6s a acdo do DCA foi de 1072° DLs¢/0,02 mL.
O virus BE AR 701405 reagiu antigenicamente com o soro hiperimune do Virus
Pixuna. Portanto, o virus BE AR 701405 é sensivel ao DCA o que indica que € um
virus envelopado. Ele é um membro do grupo antigénico A, do género Alphavirus,
familia Togaviridae, relacionado ao Virus Pixuna. Camundongos recém-nascidos e
células Vero e C6/36 sdo suscetiveis a infeccdo pelo virus BE AR 701405. Estudos
posteriores sdo necessarios para esclarecer o relacionamento antigénico do virus
BE AR 701405 com o Virus Pixuna.
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ABSTRACT

The BE AR 701405 virus was isolated from a pool of Psorophora (Jan.) ferox
mosquitoes captured in the municipality of Altamira, Para state, Northern Brazil, in
2006. The objective of this study was the physicochemical, biological and antigenic
characterization of the BE AR 701405 virus in order to provide data for it taxonomic
classification. Newborn mice inoculated by intracerebral route showed evidences of
neurological manifestations, such as chill and motor disorders after the infection with
the virus BE AR 701405. Cytophatic effect (CPE) was in infected Aedes albopictus
C6/36 cells was not clearly observed, however in VERO cells CPE was observed
after 48 hors post infection. The virus load was determined in 10" LDso/ 0.02 mL
and the titer after DCE analysis was calculated in 10726 LDgy/0,02 mL. The BE AR
701405 virus reacted antigenically with Pixuna virus hiperimmune serum. In
conclusion, the studied virus was sensible to the DCA solvent suggesting that it is an
enveloped virus. Furthermore, by serology this virus was identified as a member of
the group A, genus Alphavirus, family Togaviridae, more closely related to Pixuna
virus. In addition, newborn mice, as well as C6/36 and VERO cells demonstrated to
be sensible to the infection by the BE AR 701405 virus. Further studies are needed
to better understand the antigenic relationship between the BE AR 701405 virus and

Pixuna virus.
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1. INTRODUCAO
1.1 ARBOVIROSES

As arboviroses sdo doencas causadas pelos arbovirus, grupo de virus
ecologicamente bem definido, cuja principal caracteristica biologica é a transmisséo
desses virus mediada por artropodes hematéfagos. Constituem problema de
importancia em saude publica em todos os continentes, exceto Antértica, onde se
apresentam sob forma endémica ou epidémica. A natureza da doenga produzida no
homem varia conforme o tipo de arbovirus responsavel pela infeccdo. A maioria
provoca uma sindrome febril autolimitada com ou sem exantema, enquanto outros
determinam quadros mais severos de febre hemorrdgica, usualmente
acompanhados de significante letalidade, ou de encefalite (AZEVEDO et al., 2007).
Em quase sua totalidade, os arbovirus sdo virus zoonéticos mantidos em ambiente
silvestre. A infecgcdo humana ocorre acidentalmente, em especial sédo atingidas com
maior frequéncia as pessoas que mantém contato mais estreito com o ambiente
silvestre, no qual se situam os nichos ecoldgicos dos arbovirus. No entanto, ressalte-
se que certos arbovirus tém surgido periodicamente em areas urbanas, onde
chegam a causar epidemias, tais como o Virus Dengue (VDEN) e o Virus
Oropouche (VORO), ou mesmo persistir endemicamente, como é o caso do VDEN
(AZEVEDO et al., 2007).

No Brasil, em particular na Amazbnia brasileira, devido a diversidade de
espécies de dipteros hematéfagos (mosquitos, flebotomineos, maruins) e
vertebrados silvestres, bem como ao nimero elevado de espécimes de arbovirus
isolados, que constitui achado Unico no mundo coabitando o mesmo espaco, ha
condi¢gdes ambientais mais favoraveis a manutencdo dos arbovirus na natureza, o
que faz da Amazbnia o maior reservatério de arbovirus no mundo. Por outro lado,
embora a regido Amazodnica represente a maior fonte de infecgdo por varios
arbovirus endémicos, as outras regides do Brasil ndo sdo desprovidas desses virus
e epidemias em zonas urbanas ou rurais, especialmente causadas pelos VDEN,
virus da Febre Amarela (VFA), VORO, virus Mayaro (VMAY) e virus Rocio (VROC),
constituem um risco de saude para uma parcela significante da populagéo brasileira
(LEAO et al., 2013).

O termo arbovirus origina-se das duas palavras primeiras letras das palavras

que compdem a expresséo inglesa arthropod-borne, acrescidas da palavra virus. Em
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1942 a expresséao arthropod-borne virus foi introduzida para descricdo do grupo de
virus de animais que se propagavam em artropodes e eram transmitidos
biologicamente a hospedeiros vertebrados. Duas décadas depois, o Subcomité
Internacional para Nomenclatura Viral recomendou a adogdo oficial do termo
arbovirus (arbovirus) para designagéo dos virus que sdo mantidos em natureza em
ciclos envolvendo vetores artropodes hematéfagos e hospedeiros vertebrados
(LEAO et al., 2013).

Os arbovirus sdo mantidos em natureza, mediante transmissdo biol6gica
entre hospedeiros vertebrados suscetiveis e artropodes hematéfagos. Transmisséo
de hospedeiro artropode a hospedeiro artropode, por via transovariana e
possivelmente pela via venérea, também € observada. Esses virus se replicam e
produzem viremia nos vertebrados, multiplicam-se nos tecidos de artropodes e sdo
transmitidos a novos vertebrados suscetiveis pela picada do inseto, apds um periodo
de incubacédo extrinseca. Esse periodo dura de 5 a 6 dias até algumas semanas,
durante o qual o virus se replica nos tecidos do inseto até atingir as glandulas
salivares e, a partir desse momento, podera ocorrer transmissdo. Ressalte-se que
apenas nas fémeas dos mosquitos sdo hematéfagas e, portanto, somente elas
transmitem os arbovirus para humanos e outros vertebrados (LEAO et al., 2013).

Os arbovirus constituem o maior grupo conhecido de virus com cerca de 535
membros registrados no Catalogue of Arthropod-borne ande Selected Vertebrate
Viruses of the World. Aproximadamente 100 s&o conhecidos por infectar seres
humanos, 40 infectam animais domésticos e mais de 20 tém sido designados como

causadores de epidemias (LEAO et al., 2013).

1.2 CARACTERISTICAS DOS ARBOVIRUS

Os arbovirus possuem genoma constituido por Acido Ribonocluéico (RNA),
com uma Unica exce¢do — o Virus da febre Suina africana — que possui Acido
Desoxirribonucléico (DNA) e, inequivocadamente, é comprovado ser um arbovirus
(FAUQUET et al.,, 2005). O RNA dos arbovirus pode ser segmentado ou nédo e
apresentar-se com uma ou duas fitas, com polaridade positiva, negativa ou
ambisense. Arbovirus com genomas ndo segmentados incluem os Alphavirus
(Togaviridae), Flavivirus (Flaviviridae) e Rhabdovirus (Rhabdoviridae), enquanto

aqueles com genomas segmentados incluem os Orthobunyavirus / Phlebovirus
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(Bunyaviridae) e os Orbivirus (Reoviridae). No quadro abaixo estéo relacionadas as
caracteristicas dos arbovirus (Adaptado de VAN REGENMORTEL, 2000).

Quadro 1 - Caracteristicas gerais das familias com arbovirus segundo

algumas caracteristicas fisico-quimicas.

Familia Envelope | Simetria Genoma Tamanho da
Viral Particula

Bunyaviridae | Sim Helicoidal RNA de fita simples, 80-120 nm
polaridade negativa,
segmentado.

Flaviviridae Sim Icosaédrica | RNA de fita simples, 45-60 nm
polaridade  positiva,
nao segmentado

Reoviridae Nao Icosaédrica | RNA de fita dupla, 60-80 nm
polaridade
positiva/negativa,
segmentado

Rhabdoviridae | Sim Helicoidal RNA de fita simples, 180 nm/75nm
polaridade negativa,
nao segmentado.

Togaviridae Sim Icosaédrica | RNA de fita simples, 60-70nm

polaridade positiva,
nao segmentado.

Fonte: Adaptado de Van Regenmortel, 2000.
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1.3 CLASSIFICACAO DOS ARBOVIRUS

Os arbovirus sédo classificados de acordo com suas propriedades antigénicas
ou segundo suas caracteristicas fisico-quimicas.

A classificagdo antigénica dos arbovirus decorre de observagdes pioneiras de
diversos cientistas que foram reunidas e interpretadas definitivamente por CASALS
(1957). Tais observagdes sao baseadas principalmente nos resultados dos testes de
inibicdo da hemaglutinagdo (IH), Fixacdo do Complemento (FC) e neutralizagdo (N),
hoje genericamente rotulados de testes convencionais ou de primeira geracdo. De
acordo com esse critério, quando dois ou mais virus mostram cruzamento
sorolégico, passam a constituir um grupo antigénico. Os trés primeiros grupos foram
designados pelas letras A, B e C e os demais receberam os nomes do primeiro virus
isolado no respectivo grupo. Dentro de cada grupo antigénico existem membros que
exibem relacionamento mais intimo, formando subgrupos ou complexos (LEAO et
al., 2013).

Os 535 virus registrados estédo distribuidos em 63 grupos antigénicos, salvo
83 que permanecem na categoria dos virus ndo grupados.

Com base nas propriedades fisico-quimicas, a maioria dos arbovirus esta
registrada em cinco familias: Togaviridae, Flaviviridae, Bunyaviridae, Rhabdoviridae
e Reoviridae. Ressalte-se, no entanto, que nem todos os virus dessas familias séo
necessariamente arbovirus (LEAO et al., 2013).

A familia Togaviridae compreende dois géneros: Alphavirus e Rubivirus
(FAUQUET et al., 2005). Nao se conhecem hospedeiros invertebrados para os virus
do género Rubivirus, ndo constituindo, portanto, arbovirus. O género Alphavirus
corresponde ao grupo A dos arbovirus da classificacdo soroldgica e possui 29
membros, distribuidos em 8 grupos ou complexos (Encefalite Equina Leste,
Encefalite Equina Oeste, Encefalite Equina Venezuelana, Trocara, Middelblurg,
Ndumu, Semliki Forest e Barmah Forest) e um ndo grupado, que tém sido isolados
em todos os continentes, excetuando a Antartida. As particulas virais sdo esféricas
ou pleomorficas, possuem 70 nm de didmetro e constituidas de um envoltério ou
membrana de natureza lipoproteica e um nucleocapsideo (Figura 1). No envelope
viral se localizam as projecbes que correspondem a hemaglutinina, que é ativa
contra hemécias de ganso, de pintos recém-nascidos e de outros animais, cuja

atividade é estritamente dependente de pH. No nucleocapsideo encontra-se o
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genoma viral constituido de segmento simples de RNA de polaridade positiva
(FAUQUET et al., 2005).

Glicoproteinas

70 nm de didmetro

Figura 1 - A figura mostra o esquema de um Alphavirus, onde estdo representadas
as glicoproteinas E1 e E2, o Nucleocapsideo representado pela proteina N e a
camada biliplidica formando o envelope. Os virions medem aproximadamente de 60
a 70 nm.

Fonte: PFEFFER, 1997

Todos os alfavirus sdo sensiveis ao éter e ao desoxicolato 4cido de sddio
(DCA). Multiplicam-se em uma variedade de cultivos celulares, tais como embrido de
galinha e de pato, Vero (rim de macaco Cercopithecus aethiops), BHK 21 (rim de
hamster recém-nascido), LLC-MK2, HelLa e outros mais, determinando, na maioria
das vezes necrose celular sob meio liquido e formacdo de placas sob Agar.
Provocam encefalite fatal em camundongos recém-nascidos inoculados pela via
intracerebral. Foi demonstrada a presenca de 3 antigenos nos virions dos alfavirus,
um deles corresponde ao nucleocapsideo e parece ser comum a todos os membros
do grupo, sendo responsavel pela reacdo no teste de FC. Os outros dois séo
glicoproteinas que se encontram situadas no envoltério (envelope) da particula viral,
sendo denominados E; e E,, responsaveis pelas respostas aos testes IH e N (LEAO
et al., 2013).
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Os alfavirus infectam uma variedade de vertebrados, inclusive o homem.
Onze tipos ja foram associados com doen¢a humana e pelo menos 7 tém sido
responsaveis por epidemias: virus Chikunguya (VCHIL), virus da encefalomielite
equina leste (VEEL), virus da encefalomielite equina oeste (VEEO), VMAY, dentre
outros (GRIFFIN et al., 2007). No Brasil 10 membros da familia Togaviridae ja foram
isolados, sendo 9 pertencentes ao género Alphavirus (virus Aura, VEEL, VMAY,
virus Mucambo (VMUC), virus Pixuna (VPIX), virus Trocara, dentre outros. Dentre os
9 alfavirus, 2 deles (VMAY e VMUC), tém sido associados, inclusive com isolamento
de virus, em casos de doen¢a humana naturalmente adquirida e o MAY inclusive
tem causado epidemias, enquanto o VPIX e VEEV tem sido associados com
infeccdes humanas acidentais. J& para os virus VEEL e VEEO, associados em
outros paises com doenca humana encefélica fatal endémica ou epidémica, no
Brasil, e em particular na Amazonia, tém sido encontrados apenas anticorpos em
nativos da regido, sugerindo sua circulagdo sem associagdo até o momento de
quadro nosologico. No entanto, na literatura, existe a descricdo de um Unico caso
humano fatal de encefalite atribuida ao VEEL no Brasil, ocorrido no Estado da Bahia.
(LEAO et al., 2013).

A familia Flaviviridae € constituida por trés géneros virais: Flavivirus,
Pestivirus e Hepacivirus. Para os virus do género Pestivirus que infectam porcos e
ruminantes e os do Hepacivirus, representado pelo virus da hepatite C, ndo se
conhece vetor artrépode e, portanto, ndo se constituem arbovirus. O género
Flavivirus corresponde ao grupo soroldgico B dos arbovirus, possui 53 espécies
virais sendo 27 transmitidas por mosquitos, 12 por carrapatos e 14 agentes
zoondticos sem vetor artropode conhecido (FAUQUET et al., 2005)

Os flavivirus possuem algumas caracteristicas fisico-quimicas similares as
dos alfavirus, todavia o diametros dos virions € menor, oscilando entre 40 a 60nm
(Figura 2). Exibem também, algumas das propriedades bioldgicas dos alfavirus, tais
como patogenicidade para camundongos e capacidade de aglutinar hemécias de
ganso e de pinto, sendo a hemaglutinina a principal proteina desses virus, estando
localizada no envelope (LEAO et al., 2013).

Algumas espécies sdo capazes de formar placas em culturas de pato e de
galinha, sem produzir, no entanto, efeitos citopatico quando essas culturas sdo

mantidas em meio liquido. Varios membros do grupo determinam o aparecimento de
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efeito citopético e de placas nas linhagens celulares Vero, BHK 21 e em outras mais
(AZEVEDO et al., 2007).

RNA Fita Simples (+)

(11 Kda) (14 KDa)

", -

40-60 nm

Figura 2 - Desenho mostrando a morfologia do virion de um Flavivirus e suas
principais proteinas estruturais. Em C: proteina do nucleocapideo; M, proteina de
membrana e E, proteina do envelope.

Fonte: PROUTSKI et al., 1997

Os Flavivirus transmitidos por mosquitos incluem alguns de grande
importancia clinicoepidemiol6gica, como o VDEN, VFA virus da encefalite Saint
Louis (VESL), VROC e virus do Nilo Ocidental (VNO), dentre outros, todos capazes
de determinar epidemias explosivas de febre hemorragica ou encefalite. No Brasil,
12 Flavivirus ja foram isolados: virus Bussuquara (VBSQ), virus Cacipacoré (VCPC),
0s quatro sorotipos do VDEN, VFA, dentre outros (LEAO et al., 2013).

A familia Bunyaviridade constitui a maior familia dos virus e RNA, possuindo
mais de 200 espécies, de acordo com suas propriedades antigénicas. No entanto,
segundo suas caracteristicas fisico-quimicas encontram-se registrados e distribuidos
em cinco géneros, quais sejam Orthobunyavirus, Hantavirus, Nairovirus, Plebovirus
e Tospovirus, 19 virus grupados (7 grupos) e 21 virus nao grupados (FAUQUET et
al., 2005). As particulas séo esféricas, medindo 80 a 120 nm de diametro, sendo
dotados de um envoltério formado por lipoproteinas, que apresentam projecdes

(glicoproteinas) que formam o envelope e, portanto, sdo sensiveis aos solventes
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lipidicos (éter e DCA) (Figura 3). Todos os Orthobunyavirus estudados até o
presente possuem RNA, constituido por trés segmentos designados grande (L),
médio (M) e pequeno (S), que codificam uma polimerase, as glicoproteinas do
envelope e a nucleoproteina, respectivamente. A simetria € heliocoidal e a
polaridade do RNA é negativa o que significa que os virus precisam produzir uma

copia positiva para iniciar a replicag&o viral (LEAO et al., 2013).

Envelope

Polimerase

80-120 nm

Figura 3 - Desenho mostrando a morfologia do virus da familia Bunyaviridae.
Possuem trés segmentos helicoidais no nucleocapsideo (L, M e S). Possuem no
envelope uma camada bilipidica. Tém dimensdes que variam entre 80 a 120nm de
diametro.

Fonte: OBIJESKI et al., 1977

O nucleocapsideo das particulas virais contém trés partes internas
constituidas pela nucleoproteina viral, RNA e uma enzima dotada de atividade
transcriptase. A nivel molecular, o0 genoma apresenta os segmentos G, M e P
variando de tamanho de acordo com o género viral (LEAO et al., 2013).

InUmeras espécies virais possuem uma hemaglutinina, que é ativa
principalmente contra hemacias de ganso e cuja atividade € influenciada de forma
marcante pelo pH. S&o patogénicos para camundongos, hamsters e multiplicam-se
em uma variedade de cultivos celulares (LEAO et al., 2013).

Taxonomicamente, o género Orthobunyavirus é formado por 48 espécies
virais, existindo ainda 3 virus como provaveis novas espécies de inclusdo no género

e que ndo estado incluidas nos 18 grupos antigénicos conhecidos. No Brasil ocorrem
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73 tipos, 70 dos quais na Amazonia brasileira, isolados pelo Instituto Evandro
Chagas (IEC). Existem 18 tipos associados com doenca humana (LEAO et al.,
2013).

Uma grande variedade de vertebrados, incluindo roedores, primatas, aves,
quirépteros, marsupiais e outros é reconhecidamente suscetivel a esses virus. A
maioria deles tem sido isolada de mosquitos culicineos ou anofelinos.

O género Phlebovirus inclui 52 distintos sorotipos que mostram variados
graus de relacionamento antigénico por testes sorologicos convencionais.

As espécies do género Hantavirus tém distribuicdo universal e aparentemente
sdo a excecdo da familia, uma vez que ndo precisam de artrépodes para sua
manutencgdo. Até o presente, sdo conhecidos cerca de 30 membros e pelo menos 12
tém sido associados sistematicamente com doengas em seres humanos (LEAO et
al., 2013).

A familia Reoviridae inclui 12 diferentes géneros de virus com RNA
segmentado de fita dupla e entre eles, Coltivirus, Orthoreovirus, Orbivirus e
Rotavirus que infectam vertebrados. Os virus dessa familia possuem simetria
icosaédrica ou esférica, 60 a 80 nm de didmetro e um duplo capsideo cuja camada
interna € composta de 32 capsdmeros. Os géneros Orbivirus, com 21 sorogrupos, e
Coltivirus, com um sorogrupo, sdo os de interesse em arbovirologia (SCHIFF et al.,
2007). Contém RNA dupla fita, constituido de 10 segmentos (Orbivirus) e 12
segmentos (Coltivirus). S&o resistentes ao éter e DCA porque ndo possuem
envelope viral, porém s&o sensiveis ao pH &cido. Em geral, ndo possuem
hemaglutinina, salvo alguns como o virus Bluetongue, que contém uma
hemaglutinina em preparagfes purificadas, que é ativa contra hemacias de varias
espécies animais (SCHIFF et al., 2007).

No Brasil, foram identificadas, até o presente, 69 tipos incluidos no género
Orbivirus, sendo 60 pertencentes ao grupo antigénico Changuinola, 2 ao Corriparta e
7 ndo grupados (MARTINS et al., 2007). Vale ressaltar que a maioria desses virus
incluidos no grupo Changuinola ainda néo foi registrada. Nenhum desses virus foi
até o presente associado com doen¢a humana na Amazonia brasileira, porém néo
se pode excluir essa possibilidade no futuro.

A familia Rhabdoviridae é constituida de cerca de 185 diferentes virus que
infectam plantas e animais (vertebrados e invertebrados), distribuidos em 7 géneros,

dos quais 3 afetam mamiferos: Lyssavirus, que comporta 3 grupos antigénicos



25

(raiva, febre bovina ephemeral e tibrogargan), Vesiculovirus, com um grupo
antigénico (estomatite vesicular) e o recentemente proposto Bracorhabdovirus. Os
demais géneros sdo constituidos de virus que infectam plantas ou peixes (DINIZ et
al., 2006; LYLES; RUPPRECHT, 2007). Os rhabdovirus apresentam a morfologia de
uma bala de revélver, medindo 45 a 100 nm de diametro e 100 a 430 nm de
comprimento. Apresentam um envoltério (envelope) dotado de pequenas projecdes,
em cujo interior se situa o nucleocapsideo formado de RNA e proteinas. Ndo ha
presenca de hemaglutinina neles, sdo envelopados, sensiveis ao éter e DCA, bem
como aos solventes lipidicos. Diversos rhabdovirus sdo capazes de replicar em
células Vero, BHK e outros mais, causando efeito citopatico ou aparecimento de
placas (LYLES; RUPPRECHT, 2007). No Brasil, sdo registrados 17 tipos, dos quais
5 pertencem ao género Vesiculovirus (virus Carajas, virus Cocal, virus Jurona, virus
Maraba e virus Piry-VPIRY) e 2 ao género Bracorhabdovirus, estabelecido a partir
de estudos realizados com o virus Curionépolis e o virus ltacaiunas, isolados de
culicoides na regido da Serra dos Carajas, Para (DINIZ et al., 2006). Os demais
rhabdovirus isolados no Brasil ndo séo classificados em género, sendo que um
pertence ao grupo Hart Park (virus Mosqueiro), um do grupo Kwatta (virus Kwatta
like), 3 ao grupo Timbo (virus Chaco, virus Sena Madureira e virus Timbo), dois do
grupo Mossoril (virus Cuiabéa e virus Marco) e os trés restantes ndo estdo grupados
(virus Aruac, virus Inhangapi e virus Xiburema). No género Vesiculovirus, o Unico
virus associado com doenca humana no Brasil € o VPIRY, apesar de que o virus
Jurona foi isolado uma vez de paciente febril. A maioria das pessoas que trabalham
com o VPIRY no laboratério, cedo ou tarde, torna-se infectada e a doenca causada €
branda, caracterizando-se por uma sindrome febril (LEAO et al., 2013).

Os virus pertencentes as familias Arenaviridae, Coronaviridae, Nodaviridae,
Poxviridae, Orthomyxoviridae, Iridoviridae, Herpesviridae e Paramyxoviridae, embora
registrados no catélogo internacional dos arbovirus, sdo virus procedentes de
diversas espécies de vertebrados que necessitam ser melhor estudados, muitos
deles, inclusive, ndo sdo considerados ou classificados como arbovirus (LEAO et al.,
2013).

1.4 EPIDEMIOLOGIA DOS ARBOVIRUS

A distribuicdo geogréfica dos arbovirus é ampla, abrangendo todos os

continentes, tanto nas regides tropicais como nas temperadas. Porém observa-se
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predomin&ncia dos arbovirus nas regifes tropicais, certamente por apresentarem
condigbes ecologicas favoraveis. Nos tropicos, os vetores coexistem com o0s
hospedeiros vertebrados em todas as épocas do ano, ao passo que, nos paises de
clima temperado, o ciclo é interrompido durante o inverno, reiniciando-se na
primavera ou verdo (LEAO et al., 2013).

A transmissdo de arbovirus por insetos hematéfagos, tanto em ciclos
silvestres endémicos ou epizopoticos, como em ciclos urbanos epidémicos, depende
de numerosos fatores, ligados as condigbes ambientais e aos diferentes
participantes desses ciclos. Embora todos devam ser analisados conjuntamente
numa determinada situag&o, 0s mais importantes séo os fatores ligados aos vetores
e aos hospedeiros vertebrados. Assim algumas peculiaridades do vetor combinados
com estudos sorolégicos dos vertebrados, fornecem informagfes essenciais sobre a
dindmica de transmiss&o das arboviroses (LEAO et al., 2013).

Os vertebrados que participam desses ciclos sdo considerados como
hospedeiros de amplificagéo e disperséo e, usualmente, sobrevivem a infeccdo sem
tornarem-se infectantes uma segunda vez, jA& que 0s anticorpos protetores
impediriam nova infecgdo pelo mesmo virus. Estdo eles representados pelas aves
silvestres, roedores, marsupiais, primatas, edentados morcegos, répteis e,
possivelmente outros, ao passo que 0s hospedeiros invertebrados podem ser
culicideos, anofelinos, flebotomineos, culicoides (maruins) e carrapatos. (LEAO et
al., 2013).

A associacao de vertebrados e vetores suscetiveis em densidades criticas em
um habitat favoravel constitui fator fundamental para a persisténcia ou ndo de um
determinado arbovirus. Mudancas nos niveis dessas populacdes serédo
determinantes: se ela diminuir, quebrar-se-4 o ciclo de manuten¢do com tendéncia
do virus desaparecer, ou ao contrario, se aumentar a populacdo, podera ocorrer
uma explosdo de multiplicag&o viral com consequente disseminacédo do virus (LEAO
et al., 2013). Certos vertebrados ou vetores podem ser infectados ocasionalmente
sem contribuir, no entanto, para a manutencéo do ciclo basico, dai serem chamados
hospedeiros incidentais. O ser humano comporta-se como hospedeiro incidental
para a grande maioria dos arbovirus e, para alguns, como hospedeiro final. Os
VDEN e da VORO sédo excegOes a essa regra, pois sdao mantidos em ambiente
urbano, ocorrendo transmisséo de pessoa a pessoa, pela picada do Aedes aegypti e

Culicoides paraenseis, respectivamente.
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1.5 CICLO DE TRANSMISSAO

No Brasil, em particular na Amazbnia brasileira, coabitam em numero
bastante elevado varias espécies de dipteros hematéfagos (mosquito, flebotomineo,
maruim) e vertebrados silvestres. Esta diversidade de espécies e seu numero
elevado constituem um achado Unico no mundo e propiciam condi¢bes ambientais
bastante favoraveis a manutencao de virus, em particular dos arbovirus em natureza
(TRAVASSOS DA ROSA et al., 1997).

Os ciclos de transmissdo varia em complexidade do relativamente simples,
envolvendo um Unico vetor e vertebrado, aos altamente complexos, envolvendo
numerosos vertebrados e artrépodes. Com poucas excecbes, os arbovirus séo
zoonoses, pois sdo mantidos em natureza em um ciclo de vertebrados ndo humanos
e artrépodes (FIGURA 4); esses artrépodes sdo mosquitos, flebotomineos, maruins,

Ou carrapatos.

Figura 4- Esquema de manutenc¢do e transmisséo de arbovirus em natureza

Fonte: Adaptado de California Departamento of Food and Agriculture, 2010.
http://www.cmmcp.org/arbovirus%20cycle2a.JPG.

Vale ressaltar que a maioria dos arbovirus, incluindo numerosos tipos de
novos para o0 mundo, tem sido isolada a partir de um Unico hospedeiro,

permanecendo seus ciclos de manutengéo desconhecidos.
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Esses ciclos podem ocorrer em dois diferentes contextos: silvestres e urbano.
O VFA e 0 VORO constituem bons exemplos desses dois modos de transmisséo.

A transmissdo transovariana em artropodes constitui outro mecanismo
importante para manutengdo de certos arbovirus. A ocorréncia desse fendmeno tem
sido documentada em condi¢gBes naturais e laboratoriais com iniUmeros arbovirus.
Admiti-se, entretanto, que esse mecanismo, mesmo em condi¢des naturais, pode
ndo ser capaz de manter o ciclo do virus por periodo prolongado (LEAO et al.,
2013).

Alguns arbovirus podem ser transmitidos pela mesma espécie de mosquito e
também podem infectar diferentes espécies de vertebrados, incluindo humanos
(VASCONCELOS et al., 2001). Também, um unico arbovirus pode infectar e ser
transmitido por diversas espécies de artropodes hematofagos de diferentes géneros
(LEAO et al., 2013).

1.6 PATOGENESE DOS ARBOVIRUS

Os arbovirus apos a transmisséo pelo inseto ao hospedeiro se multiplicam no
local da porta de entrada e, por via linfatica, alcangcam o linfonodo regional, onde
sofrem nova replicacdo. Pelos vasos linfaticos eferentes chegam ao ducto toréacico e
a corrente circulatéria. Na corrente circulatoria realizam viremia (priméria), e a partir
desta se localizam nos tecidos, infectando preferencialmente as células endoteliais e
as dos musculos estriados, que servem de fonte para um fluxo continuo de virus
para a corrente circulatéria (viremia secundaria), e dai, dependendo do tropismo viral
se distribuem pelo organismo podendo alcangar, inclusive o sistema nervoso central
(CORREA & CORREA, 1992). A FIGURA 5 sintetiza esse mecanismo.
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Figura 5- Esquema demonstrando a disseminacgao de infec¢do por
arbovirus no hospedeiro.
Fonte: Adaptado de MURRAY et al., 2006

1.7 ARBOVIRUS ISOLADOS NA AMAZONIA BRASILEIRA

No Brasil, exceto por alguns esporadicos e limitados inquéritos sorologicos,
ndo houve nenhum estudo sistematico até 1954, quando um programa centrado
sobre a cole¢do de dados virologicos e sorolégicos, a partir do estabelecimento de
um convénio entre a Fundacéo Rockfeller e o Servico Especial de Saude Publica, da
qual o Instituto Evandro Chaga (IEC) pertencia. Foram iniciadas, no IEC Belém/PA,
pesquisas para demonstrar a circulagdo dos arbovirus e determinar seu possivel
papel como agentes de doenga humana. Os resultados dessas investigacdes
levaram ao isolamento de aproximadamente 19 mil amostras pertencentes a pelo
menos 198 diferentes tipos de arbovirus e certos virus isolados de vertebrados. Até

0 ano de 2010. Desse total, 168 foram isolados pela primeira vez no Brasil, dos
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quais 104 ja foram comprovados como novos para o mundo e 34 infectam o homem
(MARTINS et al., 2007; VASCONCELOS et al., 2001). Torna-se assim evidente que
a Amazobnia constitui uma das maiores reservas de arbovirus do mundo,
provavelmente a maior de todas. A identificagcdo e a caracterizagdo dessas amostras
constituem uma parte essencial das investigacdes sobre a ecologia dos arbovirus.
Paralelamente, inquéritos sorolégicos em popula¢cdes humanas e de animais
silvestres em diferentes areas da Amazénia tém fornecido elementos importantes

referentes a dispersdo desses agentes.

1.8 IMUNIDADE AO ARBOVIRUS

A infeccdo priméaria ocasionada pelos arbovirus ativa o sistema imunoldgico
que produz IgM, essas podem ser detectaveis a partir do quarto dia, apds o inicio
dos sintomas, atingindo o pico maximo em torno do sétimo ao oitavo dia e declinam
lentamente, até ndo serem mais detectaveis, depois de dois a trés meses (INNIS,
1997). As imunoglobulinas da classe G (IgG) séo detectaveis em niveis baixos, mas
a partir do quarto dia ap0s inicio dos sintomas, aumentam o titulo gradualmente,
atingindo valores elevados em duas semanas e mantém-se por varios anos, o que
confere imunidade contra o sorotipo infectante provavelmente por toda a vida,
apresentando titulos menores ou iguais a 640 pelo teste de IH (GUBLER, 1997). A
resposta secundéria apresenta baixos titulos de IgM e elevados titulos de IgG
(MURRAY et al., 2006).

1.9 METODOS DE DIAGNOSTICO DOS ARBOVIRUS

Os métodos de diagndstico especificos sdo baseados principalmente nos
resultados dos testes de inibicdo da hemaglutinacéo (IH), fixagcdo do complemento
(FC), e soroneutralizagdo em camundongos (SN) (DE PAULA & FONSECA, 2004).
Esses testes conhecidos como de primeira geragédo ou testes convencionais tém
grande utilidade na classificagdo de novos arbovirus.

Amostras de sangue e visceras de humanos, de animais silvestres e pool de
artropodes séo inoculados por via intracerebral em camundongos (Mus musculus)
albinos suicos de 2 a 3 dias que ainda constituem o mais sensivel método para
isolamento da maioria dos arbovirus. Cérebro ou figado, ou ambos, de animais
doentes sdo usados para a identificacdo do agente e/ou quando necessario, para

novas passagens (LEAO et al., 2013).
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Todos os arbovirus isolados pelo Instituto Evandro Chagas (IEC) sé&o
patogénicos para camundongos albinos suicos recém-nascidos, causando
principalmente quadros de encefalites. O figado, depois do sistema nervoso central
€ 0 0Orgdo alvo mais frequente de agressdo desses virus nos referidos animais
(LEAO et al., 2013).

Outros métodos tém sido aplicados para a identificacdo de novos arbovirus,
entre 0s quais se destacam o teste imunoenzimatico enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) para deteccdo de antigenos virais e os métodos de biologia
molecular, em especial os métodos de reverse transcription-polymerase chain
reaction (RT-PCR), seguido de sequenciamento nucleotidico e o de microscopia
eletronica (PHILIP SAMUEL & TYAGI, 2006).

A identificacdo viral pelo RT-PCR € um ensaio rgpido e sensivel que
potencialmente minimiza diversos problemas frequentemente associados com o0
isolamento do virus, incluindo a perda da viabilidade do mesmo devido & presenca
de anticorpos neutralizantes, pois a identificagdo por esta técnica em soros contendo
imunoglobulinas da classe M (IgM) podem ser até trés vezes maiores do que por
isolamento viral, mas tem o inconveniente de nédo ter o virus integro para estudos
posteriores de patogenicidade (VORNDAM & KUNO, 1997).

Durante mais de duas décadas, estudo sorolégico das arboviroses restringiu-
se ao emprego de técnicas classicas como IH, FC e SN. Desses, o teste de IH em
microplacas é recomendado para sorologia de rotina. Trata-se um teste sensivel, de
facil execucdo e que requer equipamento muito simples, pois muitos arbovirus
podem aglutinar hemécias de gansos; o teste IH se baseia na propriedade dos
anticorpos contra um arbovirus especifico inibirem a hemaglutinagdo. A técnica foi
descrita por CLARKE & CASALS (1958) e adaptada para um procedimento de
microtitulagcdo por SHOPE (1963), sendo utilizada até os dias atuais em laboratérios
especializados para deteccdo de anticorpos contra diversos arbovirus (TRAVASSOS
DA ROSA et al., 1997).

O teste de FC embora menos sensivel que o teste IH € mais especifico e
pode ser usado seletivamente, assim como, o teste de SN que é também altamente
especifico (SHOPE & SATHER, 1979). O método de ELISA é amplamente utilizado
no diagndstico soroldgico por ser bastante sensivel, de facil manipulagdo e

padronizacdo, podendo assim reforcar algumas técnicas classicas. A técnica de
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MAC ELISA, que permite o diagndstico por detectar IgM, representa a técnica mais

aceita para diagnosticar infec¢des recentes (KUNO et al., 1987).
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2. JUSTIFICATIVA

No Brasil, em particular na Amazonia brasileira, coabitam em numero
bastante elevado de iniUmeras espécies de dipteos hematéfagos (mosquitos,
flebotomineos, maruins) e vertebrados silvestres. Esta diversidade de espécies
constitui um achado Unico no mundo e propiciam condigdes ambientais favoraveis
a manutencdo dos arbovirus na natureza. Embora a regido Amazoénica represente
a maior fonte de infecgdo por vérios arbobirus endémicos, as outras regides do
Brasil ndo séo indenes, e epidemias em zonas urbanas ou rurais, especialmente
causadas pelos virus Dengue, Febre amarela, Oropouche, Mayaro e Rocio,
constituem um risco de saude para uma parcela significante da populacdo
(PINHEIRO et al., 1986).

Alguns arbovirus, como por exemplo, Virus Oropouche (VORO), Virus
Dengue (VDEN), Virus da Febre Amarela (VFA), Virus Rocio (VROC) e Virus Mayaro
(VMAY) constituem sérios problemas de salde publica e sdo responsaveis por
elevada morbidade e/ou letalidade em seres humanos, na Amazbnia e em outras
regides do Brasil e do exterior (LEAO et al., 2013).

As analises moleculares, combinadas com compara¢des soroléogicas,
indicardo mais claramente as caracteristicas do virus BE AR 701405, sugerindo,
deste modo, 0s possiveis mecanismos para a sua manutengdo na natureza.

Ademais, a caracterizagdo molecular do virus BE AR 701405, possibilitara o

desenvolvimento de insumos biotecnolédgicos de diagnéstico de controle.
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3. OBJETIVOS
3.1 GERAL

Caracterizar antigénica, fisico-quimica, biolégica e molecularmente o virus
BE AR 701405, obtido a partir de mosquitos da espécie Psorophora (Jan) ferox,

capturados em Altamira — Para.

3.2 ESPECIFICOS

3.2.1 Verificar a suscetibilidade de camundongos recém-nascidos a infec¢ao pelo
virus BE AR 701405;

3.2.2 Observar se as culturas de células Vero e de Aedes albopictus, clone C6/36

séo sensiveis a infecgdo pelo virus BE AR 701405;

3.2.3 Estabelecer o relacionamento antigénico do virus, com grupos sorologicos de

arbovirus ja existentes.

3.2.4 Analisar a sensibilidade do virus frente ao desoxicolato de sédio (DCA) para

investigacao de presenga de envelope viral;



35

4. MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos foram desenvolvidos observando-se as normas e 0s
critérios pré-estabelecidos e exigidos pelo Comité Internacional de Biosseguranca.
Os animais foram manipulados em laboratério de biosseguranga nivel 2, e
processados em cabine de seguranca classe Il B2. Os experimentos com animais
foram realizados apds aprovacéo do projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa com

Animais (CEPAN) do IEC conforme parecer em anexo (Anexo 1).

4.1 VIRUS

O virus BE AR 701405 foi gentilmente cedido pelo Centro de Referéncia para
Arbovirus, sediado na SAARB/IEC, Belém, Para, Brasil, correspondendo ao virus

liofilizado apds isolamento em camundongos recém-nascidos.

4.2 ANIMAIS

Para o experimento, foram utilizados camundongos albinos sui¢cos (Mus
musculus) recém-nascidos (dois a trés dias de idade), usados para infeccao,
estoque, titulacdo e teste de DCA e camundongos albinos suicos jovens (trés a

quatro semanas de idade), usados para a imunizagao.

4.3 INFECCAO, PREPARACAO DE ESTOQUE E TITULACAO VIRAL EM
CAMUNDONGOS

A infeccéo e o preparo do estoque viral foram feitas a partir de uma ampola
contendo o virus liofilizado. Foi preparada uma suspensdo a 10 % em tampéo de
salina-fosfato (PBS), com albumina bovina a 0,75 % e antibiéticos penicilina (100
Ul/mL) e estreptomicina (100 pg/mL) para inoculagdo intracerebral (IC) na
quantidade de 0,02 mL em camundongos sui¢os albinos recém-nascidos (FIGURA
3). Para a titulagdo do virus foram realizadas diluicbes de 10" a 10®, sendo cada
dilui¢cdo inoculada por via IC no volume de 0,02 mL em camundongos albinos sui¢os
recém-nascidos. O titulo viral foi calculado usando o método de REED & MUENCH

(1938) e expresso como DLso/0,02 mL.
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Figura 6 - Inoculagdo por via intracerebral em camundongo albino suico recém-
nascido.
4.4 CULTIVOS CELULARES

Foram utilizadas células de linhagem continua de rim de macaco verde
africano (Cercopithecus aethiops), Vero , e de invertebrados: Células de linhagem
continua de Aedes albopictus (clone C6/36). O virus foi inoculado nos cultivos
guando esses apresentaram a monocamada totalmente formada.

As células Vero, provenientes de linhagem continua de células renais de
macaco verde africano (Cercopithecus aethiops), foram mantidas de acordo com
LENNETTE (1995). Para manutencédo das células Vero, foram feitas passagens
semanais trocando-se 0 meio nessa ocasido ou quando o pH tornava-se acido
(amarelo). Quando as células formavam uma monocamada eram consideradas
prontas para serem utilizadas nos experimentos ou passadas para manutencgao.
Para as células em manutencdo, utilizavam-se garrafas plasticas de 25 cm2. A
técnica utilizada na preparacado de garrafas e tubos para os experimentos, foi a da
tripsinizacdo. No inicio dos trabalhos foi feita uma assepsia rigorosa na sala de
cultura, passando-se alcool a 70 % em todos os materiais a serem utilizados no fluxo

laminar.
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ApoOs observacdo da monocamada celular em microscoépio invertido (Zeiss
modelo Axiovert S100) com objetiva de 20 X, retirou-se o meio de cultura da mesma,
e a camada celular foi entdo lavada rapidamente com tripsina (2mL), para retirar o

excesso de soro.

Em seguida, foi adicionado um pequeno volume de tripsina 0,25 % (0,5 mL)
sobre as células, para que as mesmas comecassem a desprender-se da garrafa;
quando as células estavam soltas acrescentou-se um pequeno volume de meio 199
(5 mL) com 10 % de SBF sendo em seguida feita a homogeneizagdo com
pipetacfes sucessivas (pipeta automatica). A suspenséo obtida foi entéo distribuida
em outras garrafas na propor¢do de 1:3 para manutencgéo. As suspensoes celulares
divididas foram complementadas com meio 199 acrescido de 10 % de SBF, levadas
para incubagdo em estufa a 37 °C até o momento de serem utilizadas ou passadas

novamente.

As células foram colocadas em estufa (NAPCO) com 5 % de CO2 a 37 °C. O
meio de crescimento utilizado para as células VERO, foi 0 meio 199 suplementado
com 2 % de L-glutamina 2 mM , 1 % de HEPES , 10 % de soro bovino fetal (SBF),
penicilina (100 Ul/mL), estreptomicina (100 mg/mL) e 1,5 g/L de bicarbonato de
sédio (LENNETTE, 1995). Antes das células serem infectadas, o meio de
crescimento foi trocado pelo meio de manutencdo, o qual € semelhante ao de
crescimento, exceto na concentragdo de SBF que diminui para 2 % (LENNETTE,
1995). ApGs o meio de manutencado ser adicionado a garrafa (4 mL), a mesma foi
inoculada com 1 mL de suspenséo viral. Apés a inoculagdo, as células foram
mantidas em estufa a 37 °C.

A manutencédo da linhagem de células de invertebrados (clone C6/36), foi feita
segundo BEATY et al (1989). Células de linhagem continua de Aedes albopictus

(clone C6/36), foram mantidas através de passagens seriadas semanalmente em

garrafas plasticas de 25 cm2 e armazenadas a temperatura ambiente (TA). O meio
utilizado foi o de Leibowit'’z modificado acrescido de glutamina (L-15), acrescido de
tryptose fosfato, aminoacidos ndo essenciais, penicilina (100 Ul/mL), estreptomicina
(100 mg/mL), 5 % de SBF para o meio de crescimento e 2 % para 0 meio de
manutencgdo. As células foram observadas em microscopio Optico invertido (Axiovert
S100) até a formacdo da monocamada, quando era trocado o meio de crescimento

pelo de manutencdo (4 mL), estando prontas para serem infectadas pelo virus.
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4.5 INFECCAO DOS CULTIVOS CELULARES

Em ambas as linhagens (VERO e C6/36), foi usado 1 mL do sobrenadante
das suspensfes virais provenientes do macerado de cérebro de camundongo
recém-nascido na diluicdo 10%, preparadas como no item 4.3, sendo previamente
filtradas em membranas de filtros Millipore de 0,22 um, e inoculadas apés formacéao
da monocamada celular, as mesmas foram observadas diariamente em microscopio
Optico invertido na tentativa de se visualizar o efeito citopéatico ( ECP). Quando a
monocamada celular apresentou aproximadamente 75 % de ECP apés dez dpi, as
monocamadas foram fotografadas (maquina fotografica Canon power short G6
acoplada em microscépio 6tico invertido Axiovert S100) e depois as garrafas foram
levadas a cabine de fluxo laminar para o material ser alicotado, parte destas foi
utilizada no teste de imunofluorescéncia indireta (IFl) e o restante armazenado a -70
°C.

4.6 IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA

Para essa técnica foi utilizado o método descrito por GUBLER et al (1984).
Foram usadas células infectadas com o virus BE AR 701405, bem como, células
nado-infectadas (controle negativo). O soro hiperimune foi utilizado na diluicdo de
1:20 em PBS pH 7,4.

A suspensdo viral colocada nas laminas foi seca e imediatamente fixada com
acetona durante quinze minutos a -20 °C, sendo entéo, as |laminas secas a TA. Apés
a secagem foram acrescentados 10 yL de soro homélogo, na diluicdo de 1: 20 em
PBS pH 7, 4, sendo as laminas posteriormente incubadas em camara Uumida na
estufa a 37 °C, durante 30 minutos. A seguir as laminas foram lavadas duas vezes
com PBS por cinco minutos cada e, uma vez rapidamente, com agua destilada e, em
seguida secas a TA. ApoOs isto, foram adicionados 10 pL de conjugado anti -
camundongo, na diluigdo de 1:800 em PBS (pH 7,4), sendo as laminas incubadas a
37 °C em camara Umida durante 30 minutos. Foram entdo, lavadas como
anteriormente. Finalmente, as laminas foram secas a TA, e montadas com glicerina
tamponada, pH 8,2 e laminulas de vidro. A leitura foi realizada em microscopio para
fluorescéncia (ZEISS modelo Axiophot) com epi-iluminagéo, usando ocular de 10 x e

objetiva de 40 x de aumento, foram feitas fotografias em microscopio ético modelo
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Axioskop 40 com camara fotogréafica Axiocam HCr acoplada, ambos fabricados pela
ZEISS.

4.7 PREPARACAO DO SORO HOMOLOGO

O soro homdlogo foi obtido a partir da imunizagdo de camundongos suicos
jovens (FIGURA 7). O esquema de imunizagdo consistiu de quatro injegdes
intraperitoniais (i.p.), administradas em intervalos de sete dias, na quantidade de 0,2
mL por animal. O antigeno imunizante foi preparado a partir de cérebro de
camundongos infectados com o virus, em uma suspensdo a 10 % em solucdo de
NaCl a 0,85 % (CASALS, 1957). A coleta do sangue foi feita apds intervalo minimo
de sete dias da ultima inje¢do, por puncdo intracardiaca estando os animais
anestesiados com éter (MASSONE, 2003); o sangue colhido foi centrifugado a 3.000
rpm durante dez minutos, sendo o soro separado e conservado a -20 °C, para ser

utilizado em testes de IFI.

———

| Soro —]
Ej conservado | g Centrifugacdo | g ' Sangue

a-20°C coletado
Suspensdo viral T
¢ 28° dia: Sangria
por pungdo
Inoculagdo inTraL%er'iToneaJ infracardiaca
2 m

14° dia 21° dia

Figura 7 — Representacdo esquematica para obtengédo do soro homologo
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4.8 SENSIBILIDADE AO DESOXICOLATO ACIDO DE SODIO (DCA)

Este teste foi realizado pelo método de THEILER (1957). Foi utilizada uma
suspensao do virus diluida a 1:5, em PBS pH 7,4, contendo albumina bovina a 0,75
%, e antibidticos. Volumes iguais dessa suspensédo e DCA (1:500) foram misturados
(Figura 8 A), bem como, volumes iguais da suspensdo e PBS contendo albumina
bovina a 0,75 %, e antibidticos (Figura 5B), que atuou como controle do virus. Essas
misturas foram incubadas durante uma hora em banho-Maria a 37 °C, e em seguida
foram feitas diluicbes seriadas (variacdo de dez vezes) que foram inoculadas via IC
na quantidade de 0,02 mL em camundongos suicos de dois a trés dias de idade. Os
titulos foram calculados pelo método de REED & MUENCH (1938) e expressos
como DLs/0,02 mL.

A
SUSPENSAO VIRAL
P-d CENTRIFUGACAO H == INCUBACAQ
2 e
SOBRENADANTE
Controle B
SUSPENSAO VIRAL
CENTRIFUGACAO Hd g INCUBACAO
-
SOBRENADANTE

Figura 8 — Representacdo esquematica do teste sensibilidade ao DCA. A) amostra

viral; B amostra viral e PBS (controle)
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4.9 TESTE DE FIXACAO DO COMPLEMENTO (FC)

Este teste foi desenvolvido de acordo com FULTON & DUMBELL (1946)
descrito por SHOPE & SATHER (1979), usando-se duas unidades de complemento
de cobaio e, heméacias de carneiro sensibilizadas (BEATY et al., 1989). Cérebro de
camundongo infectado foi macerado e suspenso em 1 mL de veronal diluido (1:5),
sendo centrifugado a 2.500 rpm durante cinco minutos e o sobrenadante utilizado
como antigeno. Os soros hiperimunes foram diluidos em veronal diluido (1:5) e, em
seguida inativados a 60°C durante 20 minutos, sendo utilizados em trés diluigcbes

(variacdo de duas vezes), a partir de 1:4 e, o antigeno nas diluicées 1:8 e 1:16.
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5. RESULTADOS
5.1 SUSCETIBILIDADE DOS CAMUNDONGOS PARA O VIRUS BE AR 701405

Os camundongos recém-nascidos se mostraram suscetiveis a infeccédo pelo
virus BE AR 701405 a partir de inoculacdo IC. Essa suposicao foi baseada no
aparecimento de sinais de doenca, uma vez que, em geral eles apresentaram
manifestacdes neuroldgicas, tais como: tremores e auséncia de coordenacao motora
(ndo conseguiam levantar-se e muito menos manter-se em pé€). Durante o
acompanhamento do quadro da enfermidade, constatou-se que a doenca evoluia ao

6bito geralmente em torno do 5° dia pés-infecgéo (d.p.i.).

5.2 SUSCETIBILIDADE DAS CULTURAS CELULARES PARA O VIRUS BE AR
701405

O virus BE AR 701405 praticamente ndo determinou ECP visivel a
microscopia Optica nas células de Aedes albopictus, clone C6/36, ja que a alteragdo
mais significativa ficou por conta de alguns grumos de células observados a mais,
em relacdo as células ndo-infectadas (Figura 9). Entretanto, o virus BE AR 701405
causou ECP em células Vero (Figura 10) com aproximadamente 48 horas poés-
infecgdo (p.i.) ocasionando alteragdo na monocamada celular representada por

espacos na mesma.

Figura 9 — Fotomicrografias de cultivos de células C6/36. A) Células C6/36 néo-
infectadas; B) Células C6/36 infectadas com o virus BE AR 701405 (96 horas p.i.)
(200X).
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Figura
10 — Fotomicrografias de cultivos de células Vero. A) Células Vero ndo-infectadas;
B) Células Vero infectadas com o virus BE AR 701405 (48 horas p.i.) (200X).

5.3 TITULO DO ESTOQUE VIRAL EM CAMUNDONGOS
O titulo do estoque obtido para o virus BE AR 701405 em camundongos

albinos suicos recém-nascidos foi de 10** DLso/ 0,02 mL.

5.4 SORO HOMOLOGO
O virus BE AR 701405 foi capaz de induzir uma boa resposta imunogénica
em camundongos jovens por inoculagdo i.p. a qual foi verificada a partir do seu

respectivo soro homdlogo em teste de FC e IFI.
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5.5 IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA

Os testes de IFI mostraram resultados positivos tanto para as células C6/36
infectadas com o virus BE AR 701405 (Figura 11), como para as células Vero
infectadas com o respectivo virus (Figura 12) sendo observada fluorescéncia

praticamente em 100 % das células.

Figura 11 - Resultados do teste de IFI em cultivos de células C6/36. A)
Fotomicrografia de células C6/36 nao-infectadas; B) Fotomicrografia de células
C6/36 infectadas com o virus BE AR 701405 (96 horas p.i.) (400X).

Figura 12 - Resultados do teste de IFI em cultivos de células Vero. A)
Fotomicrografia de células Vero ndo-infectadas; B) Fotomicrografia de células Vero
infectadas com o virus BE AR 701405 (48 horas p.i.) (400X).



45

5.6 FIXACAO DO COMPLEMENTO

Dentre os soros hiperimunes de arbovirus ja estabelecidos e de ocorréncia no
Pais que foram usados, os resultados dos testes de FC realizados com o antigeno
preparado a partir de cérebro de camundongo infectado com o virus BE AR 701405
mostraram reagdo com soros hiperimunes de virus do grupo antigénico A, do género
Alphavirus, familia Togaviridae. Entretanto, a reacao foi mais acentuada com o soro
hiperimune do VPIX. Além desta reacdo, ocorreu reatividade com seu soro
homdlogo. O titulo fixador do complemento foi =32 para os respectivos soros
hiperimunes (Figura 13).
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Figura 13 — Resultado do teste de FC realizado entre o virus BE AR 701405 e o seu
soro hiperimune e dos virus do grupo A (Alphavirus, Togaviridae).

5.7 DESOXICOLATO ACIDO DE SODIO (DCA)

O titulo do virus BE AR 701405 sem DCA em cérebro de camundongo
infectado foi de 10™" DLso/0,02 mL e da cepa viral BE AR 633512 do virus Melao
(Bunyaviridae, Orthobunyavirus, grupo Califérnia) também sem DCA e em cérebro
de camundongo foi de 1078 DLsy/0,02 mL. A cepa viral BE AR 633512 foi usada
como controle positivo de sensibilidade ao DCA. Quanto aos titulos do virus BE AR
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701405 e da cepa viral BE AR 633512 apds o tratamento com o DCA foram 10%°
DLs0/0,02 mL e 107>’ DLso/0,02 mL, respectivamente. Os dados obtidos no teste de
DCA realizado com o virus BE AR 701405 e com a cepa viral BE AR 633512

evidenciam que ambos s&o sensiveis a essa substancia.
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6. DISCUSSAO

O virus BE AR 701405 até entdo, era considerado um virus ndo-classificado e
ndo-grupado por falta de elementos que possibilitassem sua incluséo em um género
e familia de virus. Diante disto, foi objetivo deste trabalho desenvolver pesquisas
expandidas, de maneira que fosse possivel uma ampla caracterizacdo do mesmo
para a obtencdo de dados que auxiliassem na sua classificacdo taxonomica.

Os resultados obtidos nos testes de FC que mostraram rea¢éo com o VPIX do
grupo antigénico A (Alphavirus, Togaviridae) demonstra uma afinidade antigénica
entre eles. Este relacionamento antigénico pode expressar que eles sejam apenas
similares, ou que sejam idénticos.

Sobre este assunto, HAMMON & SATHER (1969) referem a
soroneutralizacdo com uma prova bastante especifica para os virus do complexo
VEE. Deve-se enfatizar que o VPIX é um componente deste complexo viral e que o
virus BE AR 701405 mostrou relagdo antigénica com ele. Portanto, € oportuna a
aplicacdo do teste de neutralizacdo entre os dois virus para a elucidagdo desta
natureza antigénica.

Desta forma, pretende-se posteriormente desenvolver testes de neutralizagéo
entre o virus BE AR 701405 e o soro hiperimune do VPIX, bem como, no sentido
inverso, ou seja, entre o VPIX e o soro hiperimune do virus BE AR 701405. Este
teste devido ser especifico conforme j& mencionado, permitira saber se o virus BE
AR 701405 é uma cepa ou ndo do VPIX. Devido ao relato de isolamento do VPIX
desde 1961, é possivel que decorrido este tempo, possam ter ocorrido alteracdes
em natureza de maneira que o virus BE AR 701405 venha a ser caracterizado
antigenicamente como um virus diferente do VPIX.

O Virus Pixuna (VPIX) pertence a familia Togaviridae, género Alphavirus,
sorogrupo A (FAUQUET et al., 2005) e foi isolado pela primeira vez no ano de 1961
a partir de um lote de mosquitos do género Anopheles capturados na rodovia Belém-
Brasilia, km 14, PA (BR 14). Decorridos 47 anos, um novo isolado, o virus BE AR
701405, relacionado antigenicamente ao VPIX foi obtido de um lote de mosquitos da
espécie Psorophora (Jan.) ferox, capturados em Altamira, estado do Pard, no ano de
2006.

A familia Togaviridae, inclui os géneros Alphavirus e Rubivirus, sendo que o

primeiro € o de interesse em Arbovirologia. Portanto, muitos alfavirus séo
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transmitidos biologicamente entre vertebrados e mosquitos ou outros artrépodes
hematéfagos (FAUQUET et al., 2005).

Os representantes desta familia sdo virus com 70 nm de didmetro, esféricos,
apresentam envelope lipidico, nucleocapsidio icosaédrico, e genoma constituido de
fita simples de RNA (FAUQUET et al., 2005).

Trés virus pertencentes ao género Alphavirus, que tém grande importancia
epidemiolégica com ampla distribuicdo nas Américas tém sido isolados ou
detectados sorologicamente que sdo: o virus da encefalomielite eqiiina do leste
(EEE), o da encefalomielite equina do oeste (WEE) e o virus da encefalomielite
equina venezuelana (VEE) (FIELDS et al., 1996).

Os virus do género Alphavirus sdo definidos com base nas reacdes
sorologicas cruzadas. Contém oito complexos antigénicos baseados na reatividade
sorologica cruzada: VEE, WEE, EEE, Trocara, Middelburg, Ndumu, Semilike Forest
e Barmah Forest. Este género contempla 21 espécies virais das quais o VPIX € uma
delas (FAUQUET et al., 2005).

A infeccdo que estes virus determinam em células de vertebrados geralmente
tem origem citolitica, e em células de mosquitos, muitos alfavirus frequentemente
estabelecem uma infec¢é@o nédo-citolitica (FAUQUET et al., 2005).

Os virus EEE (BE AN 7526), WEE (BE AN 70100), VEE (BE AN 50783), Aura
[(AUR) BE AN 10315], Mucambo [(MUC) BE AN 10967], Una [(UNA) BE AR 13136],
Mayaro [(MAY) BE AR 20290], PIX (BE AR 35645) e Trocard (TRO) s&o os virus
pertencentes ao sorogrupo A utilizados na rotina da Sec&o de Arbovirologia do
Instituto Evandro Chagas (SAARB/IEC) para caracterizagdo antigénica de novos
isolamentos virais.

Os camundongos mostraram-se suscetiveis a infecgcdo pelo virus BE AR
701405. Deve-se enfatizar que eles apresentaram sinais de desordens neurolégicas
como tremores e auséncia de coordenacdo motora, apés a inoculagdo com este
virus. Esses dados séo confirmados por DIAS (1986) ao citar que entre as
caracteristicas biolégicas dos arbovirus, a sua patogenicidade para os camundongos
albinos estd presente, com evidente capacidade de determinar encefalite nos

animais recém-nascidos.
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Portanto, os dados clinicos constatados nos camundongos assinalam uma
suscetibilidade, por parte destes animais frente a infeccdo pelo virus BE AR 701405,
apesar de seus 0rgdos nao terem sido submetidos a analises microscopicas.

Camundongos inoculados com a cepa viral Pixuna de moderada viruléncia, do
VEE, mostraram sinais de encefalite que foi observada em 50-60% dos animais
infectados (LIMA et al., 1990). Esta informagdo vem ao encontro do resultado
verificado nos camundongos infectados com o virus BE AR 701405 que mostraram
quadros sugestivos de encefalite, j& que apresentaram alteragdes neurolégicas.
LIMA et al (1987), do mesmo modo, ja tinham demonstrado a suscetibilidade destes
animais a infecc¢éo pelo VPIX por inoculacéo IC.

SAMPIERI et al., (1984) constataram a sensibilidade de cultivos celulares
preparados com células de embrido (onze dias de idade) de camundongos suigcos
albinos infectados com o VPIX. Eles verificaram que as culturas mostraram ser um
sistema permissivo a este virus com uma infecgdo produtiva com citélise. Como
estas células sdo provenientes de camundongos, estes dados apoiam a indicacao
de sensibilidade destes animais & infec¢do pelo virus BE AR 701405 uma vez que
este é relacionado ao VPIX.

Por outro lado, o que realmente evidenciou que esses animais foram
suscetiveis a infec¢cdo pelo virus BE AR 701405 foi o fato de que a partir de
inoculacdo IC neles € que se obteve o estoque viral usado para todos os
experimentos. Assim, para todos os ensaios realizados, foram usados cérebros de
camundongos infectados com o virus BE AR 701405, demonstrando deste modo, a
sua replicacdo neste 6rgao.

Para investigar a interacdo virus-célula foram realizadas infecgbes nas
culturas de linhagens continuas de células Vero e C6/36, que rotineiramente sdo
utilizadas para o isolamento de arbovirus. As alteragdes verificadas nos cultivos de
células Vero infectadas com o virus BE AR 701405 tiveram a responsabilidade viral
confirmada pelos testes de IFl. Por outro lado, mesmo n&o tendo sido observadas
modificacdes significativas nas células C6/36 infectadas com o virus BE AR 701405,
a replicacdo deste também foi confirmada por IFl. Estes dados de positividade
denotam que essas células tém sensibilidade para este virus, portanto, elas devem

possuir receptores que permitem a ligacao e posterior penetragdo do mesmo.
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Fazendo uma relacdo com as células Vero (células de mamiferos), cita-se
que PAGLINI et al., (2006), demonstraram a penetracdo do VPIX em células de
mamiferos evidenciando desta forma, a presenca de receptor celular para 0 mesmo.

A constatacdo do ECP (48 horas p.i.) ocasionado pelo virus BE AR 701405
nas células Vero em um tempo curto, sugere que ele causa morte rapida das células
de mamiferos em cultura; isto contrasta com o que foi observado em células de
insetos (C6/36) aonde ele mostrou pouco ou nenhum ECP como resposta a infeccao
viral, a despeito da sua bem-sucedida replicacdo nestas células, confirmada por IFI
conforme jé& referenciado.

Algumas cita¢bes sobre replicacdo viral em culturas de células séo feitas a
seguir, apesar de serem referentes a virus de familias diferentes da familia do virus
BE AR 701405, porém, que sdo arbovirus.

O virus BE AR 701405 replicou-se em células Vero a semelhanca do Virus
Minagu que é um orbivirus (MARTINS et al, 2007). Outros arbovirus com replicagdo
nessas células sdo: o Virus Akabane e Virus Aino (Orthobunyavirus, Bunyaviridae) e
Virus Chuzan (Orbivirus, Reoviridae) que também levaram & manifestacdo de ECP
(LIM et al., 2005). Mais recentemente, VIEIRA (2007) caracterizando o virus Breu
Branco (Orbivirus, Reoviridae) observou que ele foi capaz de replicar-se tanto em
células Vero quanto em células C6/36 e nestas Ultimas, o virus Breu Branco
ocasionou ECP. O Virus bluetongue (VBT), que também pertence ao género
Orbivirus, familia Reoviridae, do mesmo modo tem habilidade em replicar-se tanto
em hospedeiros vertebrados como em invertebrados (ROY, 2001).

O soro hiperimune do virus BE AR 701405 foi testado inicialmente por FC
antes de ser empregado no teste de IFI e foi verificado que ele induziu reatividade
imunolégica. Ou seja, ele demonstrou ser excelente imundégeno, o que foi
comprovado nos referidos testes sorologicos. O soro hiperimune deste virus
proporcionou titulo fixador do complemento =1/32, portanto, titulo relativamente alto
uma vez que o titulo de 1/8 ja é considerado positivo.

Os resultados dos testes de IFI feitos em células C6/36 e Vero infectadas com
o virus BE AR 701405 mostraram uma intensa marcacdo citoplasmética dos
antigenos virais, praticamente com 100 % de células fluorescentes conforme pode
se visto nas figuras 3 e 4 respectivamente. Isto reflete a capacidade do virus BE AR

701405 em replicar-se nestas células.
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Os dados obtidos a partir dos testes de FC possibilitaram a classificagao
taxondmica do virus BE AR 701405 no género Alphavirus da familia Togaviridae,
mais especificamente, no grupo antigénico A. Esta constatacdo estd baseada no fato
de que foi detectada reatividade antigénica entre o VPIX que pertence a este
sorogrupo, com o antigeno preparado a partir de cérebro de camundongo infectado
com o virus BE AR 701405.

O DCA é uma substancia com propriedade lipossolavel, e por isso age na
bicamada lipidica, danificando o envelope viral o que ocasiona interferéncia na
capacidade infecciosa dos virus que apresentam essa estrutura, quando s&o
submetidos & ac¢do dessa substancia implicando, por conseguinte, na diminuicdo
significativa do seu titulo (THEILER, 1957).

Os resultados dos testes de DCA comprovaram que o virus BE AR 701405 e
sensivel a acdo dessa substancia, ja que o titulo viral com o DCA apresentou uma
reducdo igual a 1,5 log DLsy em relacdo ao titulo dele sem DCA demonstrando,
deste modo, que o virus BE AR 701405 é sensivel a esse solvente lipidico, sendo
altamente indicativo da presenca de envelope viral (THEILER, 1957) o que € uma
caracteristica dos virus que fazem parte da familia Togaviridae (FAUQUET et al.,
2005). Uma reducgéo de > 1,5 log DLsg no titulo de um virus quando submetido a
acdo do DCA, confirma que ele é sensivel a essa substancia (SHOPE & SATHER,
1979).

Para efeito de comparacg&o aos resultados dos testes de DCA com o virus BE
AR 701405, foi também submetida a agédo deste detergente, a cepa viral BE AR
633512 do Virus Melao (VMEL) da familia Bunyaviridae, género Orthobunyavirus,
grupo Califérnia, sobre a qual o DCA induziu como efeito, uma reducéo significativa
em seu titulo; o que era esperado, pois, 0 VMEL como todos os representantes da
familia Bunyaviridae apresentam envelope (FAUQUET et al., 2005), de maneira que,

eles sdo sensiveis aos solventes organicos.
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7. CONCLUSOES

- Camundongos suigos recém-nascidos inoculados por via IC sdo suscetiveis
a infeccao pelo virus BE AR 701405.

- As linhagens celulares continuas Vero e C6/36 sdo suscetiveis a infecgdo
pelo virus BE AR 701405.

- O virus BE AR 701405 € um bom imundgeno.

- O virus BE AR 701405 é sensivel ao DCA, sendo portanto, um virus
envelopado.

- O virus BE AR 701405 esta relacionado antigenicamente ao VPIX e
pertence ao grupo antigénico A, do género Alphavirus, familia Togaviridae.

Como perspectivas futuras deste trabalho sera realizada a soroneutralizagdo
para esclarecimento da relacdo antigénica entre o virus BE AR 701405 e o virus
Pixuna.

Sera realizada a caracterizagdo molecular do virus BE AR 701405, bem
como, analise das sequéncias, obtidas por sequenciamento de nova geragao,
quanto a homologia no que se refere aos nucleotideos entre a cepa do Virus BE AR
701405 e o virus Pixuna. Esses estudos possibilitardo o desenvolvimento de

insumos biotecnolégicos de diagnoéstico para o referido virus.
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