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RESUMO

Até o presente momento, estudos moleculares para os virus do
grupo C (Bunyaviridae, Orthobunyavirus) ndo foram publicados. O presente
trabalho determinou as sequéncias nucleotidicas completas para os segmento
ARN pequenos (P-ARN) e a sequencias parciais para os segmentos de ARN
médio (M-ARN) dos virus do grupo C. A sequencia completa do segmento P-
ARNvariou de 915 a 926 nucleotideos, e revelou organizagdo gendmica
semelhante em comparacéo aos demais ortobunyavirus. Baseado nos 705 nt
do gene N, os membros do grupo C foram distribuidos em trés grupos
filogenéticos principais, com exceg¢ao do virus Madrid que foi posicionado fora
destes trés grupos. A analise da cepa BeH 5546 do virus Caraparu revelou
gue o mesmo apresenta seu segmento P-ARN semelhante ao do virus Oriboca
, sendo um virus rearranjado em natureza. Em adi¢do, a analise dos 345 nt do
gene Gn para sete virus do grupo C e para a cepa BeH 5546, revelou uma
diferente topologia filogenética, sugerindo um padrdo de rearranjo genético
entre estes virus. Estes achados representam as primeiras evidéncias de
rearranjo genético em natureza entre os virus do grupo C, dos quais varios sao
patdgenos humanos. Finalmente, nossos dados genéticos corroboraram dados
de relacionamento antigénico entre esses virus determinados utilizando
métodos sorologicos (testes de fixacdo de complemento, inibigdo da
hemaglutinagdo e neutralizagdo), sugerindo que a associacdo de dados
informativos aos niveis molecular, sorolégico e eco-epidemiolégico podem
contribuir para o melhor entendimento da epidemiologia molecular dos

ortobunyavirus.



Xviii

ABSTRACT

To date, no molecular studies on group C viruses (Bunyaviridae:
Orthobunyavirus) have been published. The current work determined the
complete small RNA segment and partial medium RNA segment nucleotide
sequences for group C members. The full-length SRNA sequences ranged from
915 to 926 nucleotides in length, and revealed similar organization in
comparison with other orthobunyaviruses. Based on the 705 nt of the N gene,
group C members were distributed into 3 major phylogenetic groups, with the
exception of Madrid virus that was placed outside of these 3 groups. Analysis of
the Caraparu virus strain BeH 5546 revealed that it has an SRNA sequence
nearly identical to that of Oriboca virus and is a natural reassortant virus. In
addition, analysis of 345 nucleotides of the Gn gene for seven group C viruses
and for strain BeH 5546 revealed a different phylogenetic topology, suggesting
a reassortment pattern among them. These findings represent the first evidence
for natural reassortment among the group C viruses, which include several
human pathogens. Furthermore, our genetic data corroborate previous
antigenic relationships determined using serologic assays (complement fixation,
hemagglutination inhibition and neutralization tests), and suggest that a
combination of informative molecular, serological and ecological data is a

helpful tool to understand the molecular epidemiology of orthobunyavirus.



1. INTRODUGAO
1.1 GRUPO C DOS ARBOVIRUS: BREVE HISTORICO

Os virus do grupo C, juntamente com os virus do grupo Guama,
estdo entre os primeiros agentes isolados na década de 1950 quando
pesquisadores do Servico Especial de Saude Publica do Brasil e da Fundagao
Rockefeller iniciaram uma busca intensa com o objetivo de encontrar respostas
para a real causa dos casos humanos febris semelhantes a febre amarela,
ocorridos as proximidades da cidade de Belém, Estado do Para, regiao Norte
do Brasil (Causey et al., 1961). Os pesquisadores responsaveis pelo estudo
concluiram que os casos de febre estavam ocorrendo principalmente entre
trabalhadores trazidos da regido Nordeste para realizar atividades de
desflorestamento, plantagdo de pimenta do reino e extragdao de borracha, bem
como entre imigrantes japoneses estabelecidos em pequenas comunidades as
margens da floresta. Observou-se também que moradores da area urbana da
cidade de Belém ficavam doentes ao entrarem na floresta. Inicialmente, cinco
diferentes virus do grupo C foram isolados a partir do soro de macacos
sentinelas (Cebus apella) ndo imunes, expostos na floresta do Oriboca
localizada 20km oeste de Belém (Figura 1) apds inoculagao intracerebral em
camundongos recém-nascidos (1-3 dias).

As amostras isoladas foram enviadas para o laboratério de
Virologia da Fundagao Rockefeller, Nova York, para comparagdo com outros
arbovirus provenientes de diferentes regides do mundo. Casals e Whitman
evidenciaram que o0s novos agentes eram completamente distintos dos dois
sorogrupos até entdo descritos: A (Alphavirus) e B (Flavivirus) dos arbovirus.

Deste modo, os cinco virus foram classificados como membros de um novo



grupo sorolégico designado de grupo C (Casals & Whitman,1961).

Em 1957, camundongos passaram a ser utilizados como animais
sentinelas juntamente com macacos. Os primeiros, mostraram-se modelos
eficientes para o isolamento e monitoramento de arbovirus. Estas observagdes
encorajaram O uso desses animais e também de hamsters como animais
sentinelas em paises das Américas Central (Trinidad e Panama), do Sul (Peru
e Colébmbia), e do Norte (México e Estados Unidos) resultando no isolamento
de outros virus do grupo C em cada um desses locais (Karabatsos, 1985).

Atualmente, treze virus diferentes ja foram descritos como
membros do grupo C estando todos associados a areas de floresta
(usualmente floresta pantanosa) em regides tropicais e subtropicais das
Américas e transmitidos a pequenos roedores, primatas nao humanos,
marsupiais e seres humanos por mosquitos culicineos (Metselaar, 1966;
Woodall, 1967; Calisher et al., 1983; Karabatsos, 1985; 2002)

O impacto primario ao nivel de saude publica, causado por esses
virus converge a um grupo de pessoas cuja ocupagao principal esta
relacionada com trabalho que exige exposi¢cao as areas de floresta, tais como
membros de expedigcdes geologicas, militares em atividade, e trabalhadores
extrativistas como catadores de castanha, seringueiros (extragdo de borracha),
garimpeiros, lenhadores, agricultores e lavradores. Estes virus ndo causam
epidemias ou doenca fatal, no entanto sdo comumente responsaveis por
doenga febril autolimitante, que muitas vezes, leva a pessoa acometida a
significante perda de produtividade em seu trabalho (Pinheiro & Travassos da

Rosa, 1994; Pinheiro et al., 1996).
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1.2 OS VIRUS DO GRUPO C
1.2.1 Classificagao sorolégica.

Os virus do grupo C s&o virus pertencentes a familia
Bunyaviridae, género Orthobunyavirus (Buchen-Osmond, 2003).
Sorologicamente estdo incluidos no Supergrupo Bunyamwera sendo
classificados segundo suas propriedades antigénicas estabelecidas por testes
sorolégicos como fixagdo de complemento (FC), inibicdo da hemaglutinagéo
(IH) e neutralizacédo (N) (Casals & Whitman, 1961; Causey et al., 1961; Shope
& Whitman, 1966; Spence et al., 1966; Spence et al., 1968) .

Este grupo compreende um total de treze virus, dentre espécies e
subespécies virais atualmente registrados no suplemento 108 do International
Catalogue of Arboviruses Including Certain Other Viruses of Vertebrates
(Karabatsos, 2002), sendo os mesmos distribuidos em quatro complexos
denominados Caraparu, Marituba, Oriboca e Madrid segundo resultados
obtidos mediante aplicacéo de testes de FC, IH e N.

O complexo Caraparu inclui os virus Caraparu (VCAR), Apeu
(VAPEU), Bruconha (VBCR), Ossa (VOSSA) e Vinces (VVIN). O complexo
Marituba abrange os virus Marituba (VMTB), Murutucu (VMUR), Restan
(VRES), Nepuyo (VNEP) e Gumbo Limbo (VGL). O complexo Oriboca é
formado apenas pelos virus Oriboca (VORI) e Itaqui (VITQ). Finalmente, o
complexo Madrid engloba apenas o virus Madrid (VMAD), sendo este
considerado o membro do grupo C antigenicamente mais distinto (Tabela 1)
(Causey et al., 1961; Metsellar, 1966; Jonkers et al., 1968a; Jonkers et al.,

1968b; Iversson et al., 1987;Shope et al., 1988; Calisher, 1998)



Tabela 1 - Distribuigdo dos virus pertencentes ao grupo C em complexos, tipos,

subtipos, area geografica, e fonte de isolamentos.

Grupo | Complexo | Espécie | Subespécie Distribuicao Fonte de
Geografica Isolamentos
Caraparu Caraparu Brasil, Trinidad, mosquitos,
Panama, Guiana humanos,
Francesa e roedores
Suriname
Ossa Panama mosquitos,
humanos,
roedores
Apeu Brasil mosquitos,
humanos e
marsupiais
Vinces Equador mosquitos e
hamsters
sentinelas
Bruconha Brasil Mosquitos
C Madrid Madrid Panama mosquitos,
humanos,
roedores
Marituba Marituba Brasil e Peru mosquitos,
humanos e
marsupiais
Murutucu Brasil e Guiana mosquitos,
Francesa humanos,
roedores e
marsupiais
Restan Trinidad, mosquitos e
Suriname humanos
Nepuyo Trinidad, Brasil, mosquitos,
Honduras, humanos,
México, Panama, roedores,
Guatemala marsupiais e
morcegos.
Gumbo Florida (USA) mosquitos e
Limbo roedores
Oriboca Oriboca Brasil, Trinidad, mosquitos,
Guiana humanos,
Francesa, Peru, roedores e
Suriname e marsupiais
Panama
Itaqui Brasil e mosquitos,
Venezuela humanos,
roedores e
marsupiais.

Fonte: Karabatsos, 2002



1.2.2 Relacionamento antigénico

O complexo padrdao de relacionamento antigénico estabelecido
entre os membros do grupo C, sé pbéde ser compreendido apds estudos
criteriosos desenvolvidos por Shope & Causey (1962) tendo como base as
propriedades antigénicas desses agentes.

Os seis prototipos brasileiros (VAPEU, VMTB, VCAR, VMUR,
VITQ e VORI) mostram padrdes antigénicos distintos quando analizados pelos
testes de FC e IH e/ou N. Pelo teste de FC, os VAPEU-VMTB, VORI-VMUR e
VCAR-VITQ mostraram forte associagdo antigénica constituindo pares bem
definidos. Em contraste, pelo teste de N e/ou IH, estes mesmos virus
assumiram pares antigénicos distintos dos observados por FC. Neste caso, os
pares antigénicos foram estabelecidos como segue: VCAR-VAPEU, VORI-
VITQ, e VMTB-VMUR (Shope & Causey, 1962) (Tabela 2).

Este padrédo de relacionamento antigénico tornou-se reproduzivel
para centenas de isolamentos dos virus do grupo C, excetuando-se para a
cepa BeH 5546 isolada em 1955 do soro de um individuo que esteve em
contato com o nicho ecoldgico desses virus ao adentrar a floresta do Oriboca.
Ressalte-se que trés outros isolamentos da cepa BeH 5546 foram feitos
posteriormente de camundongos sentinelas. Estes isolamentos apresentaram
um padréo antigénico completamente diferenciado das demais, reagindo pelo
teste de FC com os virus VORI e VMUR, enquanto que pelo teste de IH,
reagiam com o virus VCAR, sendo por isso consideradas amostras virais
aberrantes. Estes dados possibilitaram a diagramagédo da relagdo antigénica

dos virus do grupo C o que, atualmente, nos permite a rapida e precisa



identificacéo desses virus (Figura 2).

Tabela 2 — Relacionamento antigénico para os virus do grupo C isolados na

Amazobnia Brasileira, mediante aplicagdo dos testes sorologicos de FC e IH.

FC
Fluido ascitico imune (FAI)
BeH
Antigeno® |VORI VMUR VMTB VAPEU VCAR VITQ  5546®
VORI 32 32 4 4 0 0 32
VMUR 16 32 0 0 0 0 32
VMTB 8 4 32 32 0 0 0
VAPEU 0 16 8 16 0 0 0
VCAR 0 0 0 0 64+ 64+ 0
VITQ 4 0 0 0 64+ 64+ 0
BeH 5546* | 16 16 4 4 0 0 16
HI
FAI Antigeno®
BeH
VORI VITQ VMUR VMTB VCAR VAPEU 5546*
VORI 320 10 0 0 0 0 0
VITQ 0 320+ 0 0 0 0 0
VMUR 0 10 160 40 20 20 0
VMTB 0 0 40 640+ 20 0 0
VCAR 0 10 10 40 5120 640 2560
VAPEU 0 0 0 0 640 2560 320
BeH 5546 | 0 0 0 0 160 20 640

Fonte: Adaptado de Causey & Shope, 1962.

*

a: antigeno de soro-virus; b: soro convalescente; * amostra viral com padrdo antigénico

diferenciado reagindo com o VORI e VMUR pelo teste de FC e com o VCAR pelo teste de IH.
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Figura 2 - Representagcédo esquematica do padrao de relacionamento antigénico

dos virus do grupo C isolados na Amazdénia Brasileira .

Barras em azul e

vermelho indicam os pares antigénicos estabelecidos pelos testes de FC, IH

e/ou N. Fonte: Adaptado de Shope & Causey, 1962.



1.2.3 Distribuigcao geografica

Os arbovirus pertencentes ao grupo C encontram-se distribuidos
em paises das Américas do Sul (Brasil, Peru, Equador, Venezuela, Suriname e
Guiana Francesa), Central (Panama, Trinidad, Honduras e Guatemala) e Norte
(México e Estados Unidos) (Figura 3). Alguns membros tém sido encontrados
somente em determinados paises, tais como os VMAD e VOSSA no Panama;
VAPEU e VBRC no Brasil; VVIN no Equador; e VGL nos Estados Unidos,
enquanto outros, apresentam uma distribuicdo mais ampla, como os VCAR,
VITQ, VORI e VMUR também encontrados no Peru, Venezuela, Guiana
Francesa e Trinidad. A taxa de anticorpos para esses arbovirus, observada na
populacdo humana de diferentes paises das Américas Central e do Sul é
bastante variavel sendo verificada uma prevaléncia para anticorpos inibidores
da hemaglutinagdo entre 0% e 40% (Pinheiro, 1981; Karabatsos, 1985; Shope

et al., 1988)

1.2.4 Hospedeiros vertebrados e Invertebrados

Estudos de campo realizados em areas de florestas brasileiras e
de Trinidad, colaboraram decisivamente para a compreensdao do ciclo de
transmissao dos virus do grupo C no que se refere ao conhecimento dos
vetores e hospedeiros naturais envolvidos na manutengcdo desses virus em
natureza (Shope et al., 1988).

Uma grande diversidade de hospedeiros invertebrados e

vertebrados encontra-se envolvida no ciclo natural de manutencdo e
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transmissdo dos virus do grupo C. Dentre os hospedeiros invertebrados,
mosquitos pertencentes ao género Culex, principalmente ao subgénero
Melanoconium (Cx. Mel. vomerifer, Cx. Mel. portesi, Cx. Mel. spissipis, Cx. Mel.
taeniopus, Cx. Mel. sacchettae e outros pertencentes ao complexo aikenii) ,
sdo reconhecidos como vetores potenciais para estes agentes virais. Ressalte-
se que outras espécies de culicideos (Cx. coronator, Cx. nigripalpus,
Cx.(Eubonnea) accelerans, Cx (Eu.) amazonensis, Aedes arborealis, Ae.
septemstriatus, Ae. taeniorhyncus, Limatus durharnii, Wyeomyia medioalbipes,
Coquillettidia venezuelensis, Coquillettidia arribalzagai, Mansonia spp,
Psorophora ferox e Sabethini) também s&o vetores para os virus do grupo C.
Em relagcdo aos hospedeiros vertebrados, roedores pertencentes
aos géneros Proechimys (Proechimys guyanensis e Proechimys semispinosus)
, Oryzomys (Oryzomys capito e Oryzomys laticeps), Nectomys (Nectomys
squamipes), Zygodontomys (Zygodontomys brevicauda), Sigmodon (Sigmodon
hispidus), Heteromys (Heteromys anomalus) e certos marsupiais membros dos
géneros Didelphis (Didelphis marsupialis), Marmosa (Marmosa cinerea,
Marmosa murina) e Caluromys (Caluromys phylander) sdo os mais comumente
implicados no ciclo de manutengdo dos virus do grupo C. Dois dos 13
membros do grupo C, o VNEP e VCAR tém sido isolados de espécies de

morcegos Artibeus literatus e Artibeus jamaicensis (Tabela 3).
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Tabela 3 — Hospedeiros invertebrados e vertebrados dos virus do grupo C .

12

Wirus

Caraparu

Apsu

Culex sp

Ardes sepiemsinalus

Manmoza cingrea

Artrépodes Yertebrados
Género Culex (Cx) QOutros culicideos harsupiais Rosdores Outros mamiferos
Cx. Melanoconium (Mel.) Otros Culex
complexo aikenii Cx. coronator Limatus durharmi Onvzomy's capifo Arfibeus liferafus™
Cx. (Mei.) spigsines Cx. nigripalpus Wissomyia medioalbipes Onzomys laficeps
Cx.(Msl ) poresi Cx. (Eubonnea) accelerans Sabethin Progchirmys guvanensis
Cx.(Msl) vamerifar Cx (Eu.) amazonensis Nectomys aquamipes
Zygodonfomys brevicalda
Helsromys anomalus
complexo aikenii Asdes arborealls Caluramys phylandear

Marituba

complexo aikenii
Cx.(Mesl ) portesi
Culex sp

Didsiphis marsupialis
Caluramys phylandear

MUFLtLCL

Cx.{Msal ) poresi
complexo aikenii
Cx (Mel) vamerifar

Cuiex sp

Cogulllefidia venezuslahsis
Sabethin

Didsiphis marsupialis
Marmosa cinerea

Ornyzormys caplito
Proschimys guyanensis
Neclomys sguamipes

Qriboca

Cx.{Msal ) poresi
complexo aikenii
Cx. (Mel) spizsines

Cuiex sp

Asdeas fasniorhyneus
Cogulileftidia venezuslehsis
Cogquilletiidia armibalzagal
Mansonia spp
Psofophora farox
Sabsthini

Marmozga cingrea
Dideinhis marsupialis

Onyzormys capito
Progchirmys guvanensis
Nectomys aquamipes

Itaqui

Cx {Mel) spissines
complexo aikenii
Cx.(Mesl ) portesi

Cx (Mel) vamerifar

Culex sp

Marmosa munna

Mefachirus nudicaudaius

Onyzomys capifo
Progchirmys guyanensis
Nectomys aquamipes

Bruconha

Cx.(Mel) sacchettae

Mepuyo

Cx.(Msl ) lolambdis

Cx. (Eubonnea) accelsrans

género Proechimys
género Neclomys

Arfibaus litarafus™
Arfibeus jamalcencis®

Restan

Cx.{Msl ) poresi

Cuigx sp

Madnd

Cx.(Meal) vamenier

Proechimys semispinosus

Ossa

Cx.(Mel) vamerifer
Cx.(Msl ) tasniopus

Proechimys semispinosus

Gumbo Limbo

Cuisx sp

Asdes fasniorhyneus

Sigmodan hispidus

Yinces

Cx.(Mal ) vamerifar

Fonte: Shope et al.,1988. *Isolamentos de morcegos. Os virus Bruconha, Restan e Vinces n&o foram isolados de vertebrados silvestres.
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1.2.5 Ciclos de transmissao.

Os virus do grupo C s&o basicamente mantidos em natureza
mediante dois ciclos silvestres de transmissdo: um ciclo que ocorre ao nivel da
copa das arvores cuja transmissao dos virus € realizada principalmente por
mosquitos culicideos que infectam marsupiais durante o repasto sanguineo, e
outro ciclo que ocorre ao nivel do solo, sendo neste ultimo, a transmisséao viral
mantida entre culicideos e roedores. Evidéncias ecoldgicas e epidemioldgicas
apontam para a existéncia de fatores que servem de elo que interligam estes
dois ciclos silvestres, tornando-os dindmicos entre si. Tais fatores referem-se a
co-existéncia de hospedeiros vertebrados, invertebrados e dos virus do grupo
C em um ecossistema compacto, uma vez que um mesmo virus pode infectar
diferentes hospedeiros invertebrados e vertebrado. (Shope et al., 1988).

Um terceiro ciclo, envolvendo humanos, pode ocorrer
circunstancialmente, quando o homem adentra a floresta e se torna infectado.
Neste caso, 0 homem passa a se comportar como um hospedeiro incidental.
Entre os virus do grupo C, alguns membros tais como os VCAR e VITQ
parecem estar mais associados a roedores terrestres. Por outro lado, os
VAPEU e VMTB parecem ser mantidos mediante um ciclo ao nivel da copa das
arvores envolvendo marsupiais como hospedeiros vertebrados e mosquitos de
copa, principalmente da espécie Culex (Mel.) portesi como hospedeiro
invertebrado (Toda & Shope, 1965; Pinheiro, 1981; Hervé et al., 1986; Shope et

al., 1988) (Figura 4) .
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Figura 4 — Ciclos silvestres de transmissao dos virus do grupo C. I). Ciclo na
copa; Il) Ciclo no solo; Ill) Ciclo circustancial envolvendo o homem como

*

hospedeiro vertebrado. mosquitos do género Culex, subgénero
Melanoconium; ** roedores pertencentes aos géneros Oryzomys, Proechimys,
Nectomys e Zigodontomys; *** marsupiais pertencentes aos géneros Marmosa,

Didelphis e Caluromys. Fonte: Adaptado de Toda & Shope, 1965.
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1.2.6 Infecgao experimental em animais e estudos de patologia.

Em animais silvestres e domésticos naturalmente infectados com
os virus do grupo C nao existe, até o0 momento, relato de doenga. Em animais
de laboratério, a infeccdo experimental de camundongos albinos Swiss recém-
nascidos (1-3 dias) inoculados via intracerebral (IC) e/ou intraperitoneal (IP)
mostrou que esses animais tornam-se infectados, desenvolvem viremia e
morrem. Particularmente, os VCAR, VMUR e VORI matam camundongos
adultos rapidamente apds inoculacéo IP e IC. Comparativamente, os VAPEU,
MVTB, VITQ e VNEP parecem ser menos agressivos quando inoculados pela
via IC. Em relacdo a inoculagdo pela via IP, esses virus matam poucos ou
nenhum animal (Causey et al., 1961).

Utilizando hamsters como modelo experimental, pode-se observar
que para esses animais os VCAR, VORI e VITQ séao letais mesmo quando
inoculados pela via subcutanea (SC) (Pinheiro, 1981; Karabatsos, 1985;). Em
relagdo a macacos rhesus (Macaca mulatta) e roedores silvestres, estes
animais parecem mostrar quadro virémico irregular.

De fato, grupos de macacos rhesus e roedores (Zigodontomys
brevicauda e Oryzomys laticeps) quando inoculados pela via SC evidenciaram
padrées de curvas virémicas distintas sugerindo que fatores inter e
intraespecificos (espécie, sexo, idade, peso, estado nutricional) parecem afetar
na producdo de viremias nesses animais. Em adicdo, a inoculagdo do VMTB
pela via SC em quatro preguigas (Bradypus trydactylus) resultou em produgéo
de viremia em todos os animais, sendo que destes, trés evoluiram para morte

(Karabatsos, 1985)
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Em termos de patologia, estudos experimentais realizados em
camundongos e preguigas (Bradypus trydactylus) mostraram que os virus do
grupo C sdo pantropicos atingindo érgaos como figado e bago, sendo também
detectados no cérebro e musculatura esquelética evidenciando a presenca de
neurotropismo e miotropismo (Pinheiro, 1981). Na década de 1960, de Paola
consolidou as bases patologicas para esses virus observando lesbes hepaticas
severas em camundongos, lesdes estas comparaveis as causadas pelo virus
da febre amarela (de Paola et al., 1963).

O estudo histopatoldgico realizado em camundongos caracterizou
as principais lesdes ao nivel dos sistemas nervoso e muscular, bem como no
figado desses animais. A descricdo das lesdes no sistema nervoso central foi
caracterizada por tumefagdes, retracdo, necrose, espongiagdo e degeneragao
neuronal. No tecido muscular estriado observaram-se alteragbes nas fibras
musculares (atrofia ou retragdo, perda das estriagées, hialinizagdo ou
tumefacdo) e dissociagdo das fibras musculares por edema intersticial,
encontrando-se no intersticio detritos de células conjuntivas necrosadas (de

Paola et al., 1963; Dias, 1982)

1.2.7 Infecgdo em humanos: aspectos clinicos e patolégicos

Dos 13 virus que compdem o grupo C dos arbovirus, dez (VORI,
VITQ, VCAR, VAPEU, VMTB, VMUR, VNEP, VOSSA, VMAD e VRES) ja foram
isolados de amostras de sangue de pacientes febris (Causey et al., 1961;
Travassos da Rosa et al., 1997; Vasconcelos et al., 1998). As pessoas

infectadas apresentaram sintomatologia clinica caracterizada principalmente
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por febre elevada (38°C a 40°C) e cefaléia intensa. Vertigem, dores lombares,
mialgia e/ou artralgia foram reportados em 2/3 dos casos. Menos frequentes
nauseas e fotofobia tém sido registradas em apenas 1/3 dos pacientes. A febre
permanece de 2 a 5 dias, e em algumas vezes apresenta-se bifasica. A
presenca de exantema ainda nao foi relatada em pacientes infectados pelos
virus do grupo C. Dados laboratoriais revelaram, em alguns casos, leucopenia.
Alteragbes patoldgicas e anormalidades neuroldgicas néo tém sido relatadas.
Os pacientes convalescem apds um periodo de uma a duas semanas sem
apresentar sequelas (Causey et al., 1961; Pinheiro, 1981; Shope et al., 1988).
Parece nao haver relagao entre suscetibilidade aos virus do grupo
C em funcéo da raca e sexo dos individuos infectados, porém parece haver
predominancia dos casos febris em pessoas expostas mais intensamente as
areas com risco de transmissdo, sendo adultos jovens do sexo masculino os
mais frequentemente atingidos. Ndo se conhece a relagéo infeccdo aparente-
inaparente entre os infectados. A prevaléncia de anticorpos para os virus do
grupo C esta diretamente relacionada ao grau de exposi¢céo ao nicho ecolégico
desses agentes. Anticorpos IH para o grupo C tém sido demonstrados variando

o percentual de positividade de acordo com a localidade (Pinheiro, 1981).

1.2.8 Diagnéstico e tratamento de infecgoes humanas

O diagnostico laboratorial das arboviroses, em geral é feita
inicialmente pela tentativa de isolamento viral em camundongos recém
nascidos (1-3 dias) a partir do soro e sangue de pacientes na fase aguda da

doenga (geralmente até 3 dias apds o inicio dos sintomas). Para identificagdo
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do grupo, suspensdes preparadas a partir de cérebro ou figado de
camundongos sé&o utilizadas como antigenos em testes de FC contra os soros
hiperimunes dos grupos de arbovirus existentes na area geografica em
questao. Para a identificacdo dos tipos especificos, devem-se usar os testes de
IH ou N (Shope & Sather, 1979; Pinheiro et al., 1986).

Semelhante aos demais arbovirus, n&o existe tratamento
especifico para o quadro clinico causado pelos virus do grupo C, sendo
recomendado o tratamento sintomatico associado ao repouso, hidratacéo

constante e uso de drogas analgésicas e antipiréticas (Pinheiro, 1981).

1.2.9 Microscopia eletronica, propriedades fisico-quimicas e biolégicas

Estudos ao nivel de microscopia eletronica para os VMTB, VORI,
VMUR, VCAR, VITQ e VNEP realizados por Kitajima et al. (1982), mostraram
que as particulas desses virus sao esféricas medindo entre 80 a 110 nm de
didmetro, sendo envolvidas por um envelope lipidico (Figura 5).

O envelope viral deriva de membranas do complexo de Golgi, e
ocasionalmente da membrana plasmatica celular. Internamente, a particula
viral encerra trés segmentos de acido ribonucléico (ARN) de tamanhos
diferentes e que se encontram, individualmente, ligados a uma proteina L
(possivel polimerase viral) e circundados por uma proteina denominada N
(nucleocapsideo), originando deste modo trés nucleoproteinas (Murphy et al.,

1973; Murphy, 1996; Buchen-Osmond, 2003) (Figura 6).
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Figura 5 — Microscopia eletrénica dos virus do grupo C: diversos aspectos das
particulas virais (setas) em vesiculas citoplasmaticas frequentemente
associadas ao complexo de Golgi (G); letras (a) e (b) — VAPEU; (c) — VNEP; (d)
— VMUR; (e)- particula do VMUR em maior aumento evidenciando o envelope
lipidico (E); N — nucleo celular; RE — reticulo endoplasmatico. Fonte: Adaptado

de Kitajima et al. (1982).
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Figura 6 — Particula dos virus do grupo C. (a) microscopia eletrénica da
particula do VMTB (V) observada no interior de uma vesicula citoplasmatica
(Ve) de células VERO infectadas; (b) representacdo esquematica da particula
viral evidenciando os trés segmentos de ARN (P-ARN, M-ARN e G-ARN)
associados a proteina L. Circundando cada molécula de ARN, observa-se a
proteina N, e as duas glicoproteinas Gn e Gc emergindo do envelope (E).

Fonte: Adaptado de Bouloy, 1991.
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Apesar de ndo haver estudos especificos em nivel fisico-quimico
para os virus do grupo C, acredita-se que esses virus se assemelhem aos
demais ortobunyavirus apresentando massa molecular estimada em
aproximadamente 300-400 x 106 kDa com coeficientes de sedimentagdo em
gradientes de sucrose e CsCl entre 1,16 — 1,18 e 1,20 — 1,21 g/cm3 ,
respectivamente. Os virus s&o sensiveis ao calor, bem como a solventes
lipidicos, detergentes (hipoclorito de sédio) e formaldeido. A particula viral
apresenta cerca de 20% a 30% de lipidios em relacédo ao seu peso total, sendo
a quase totalidade destes componentes, incluindo fosfolipidios, esterdis, acidos
graxos e glicolipideos, derivados da membrana onde ocorre a maturagao viral.
Os carbohidratos correspondem entre 2% a 7% do peso total do virus (Bishop
et al. 1980; Bishop, 1990)

Estudos de infecgao experimental em células VERO,evidenciaram
que os virus do grupo C sao capazes de se replicar nesse tipo celular sendo as
particulas virais observadas tanto intra quanto extracelularmente. Os efeitos
celulares causados pelos virus do grupo C sdo comuns a outros arbovirus,
sendo descritos como arredondamento, aumento de densidade e vacuolizagao
citoplasmatica, comprometendo dessa forma, a fisiologia celular normal
(Kitajima et al., 1982). Em relag&o as células de invertebrados, nenhum estudo
foi realizado para os membros do grupo C, no entanto, acredita-se que assim
como para os demais ortobunyavirus pouco ou nenhum efeito citopatogénico
(ECP) seja observado (Schmaljohn & Patterson, 1990; Schmaljohn &

Patterson, 1991; Schmaljohn & Hooper, 2001)
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1.2.10 Acido nucléico

Os virus do grupo C, assim como a grande maioria dos arbovirus,
excetuando-se o virus da peste suina africana que possui genoma constituido
por acido desoxirribonucléico (ADN), apresentam seu genoma composto por
trés segmentos de ARN, fita simples, polaridade negativa, denominados
Grande (G-ARN), Meédio (M-ARN) e Pequeno (P-ARN), os quais s&o
responsaveis pela formacao das proteinas estruturais de nucleocapsidio (N) e
glicoproteinas de superficie (Gn e Gc), bem como das proteinas néo estruturais
NSs, NSm e L, esta ultima uma possivel polimerase viral ARN dependente. O
tamanho do genoma dos virus pertencentes ao género Orthobunyavirus varia
de acordo com o tipo de segmento. Para os segmentos P-ARN, M-ARN e G-
ARN, o comprimento em numero de nucleotideos (nt) varia de 850 nt a 1000
nt, de 4300 nt a 4800 nt, e de 6000 nt a 7500 nt, respectivamente (Elliott, 1985;
Lees et al., 1986;Elliott, 1989a; Elliott, 1989b; Elliott & McGregor, 1989; Elliott,
1990; Bouloy, 1991; Elliott et al., 2000).

Os trés fragmentos de ARN genémicos apresentam ao longo de
suas extremidades 3’ e 5’ localizadas em regides ndo codificantes (RNC), onze
nt altamente conservados e complementares, o que proporciona circularizagcao
e a conformacdo helicoidal das moléculas de ARN, proporcionando
consequentemente, um melhor acomodamento espacial no interior da estrutura
viral (Figura 7) (Clerx-Van Haaster & Bishop, 1980; Clerx-Van Haaster et al.,

1982a; Clerx-Van Haaster et al., 1982b; Raju & Kolakofsky, 1989).
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Figura 7 — Representagao esquematica das moléculas de ARN (P-ARN, M-ARN e G- ARN) dos ortobunyavirus. Observar

os nucleotideos altamente conservados e complementares ao nivel da regido terminal 3'e 5 nao codificante. Fonte:

Adaptado de Bouloy, 1991.
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1.2.11 Organizagao genémica

Os ortobunyavirus apresentam ao longo de seus segmentos de
ARN genes orientados no sentido 3 — 5 que codificam proteinas estruturais
e/ou nao estruturais em suas sequéncias complementares. O segmento G-ARN
codifica em uma unica cadeia aberta de leitura (CAL), a proteina L, a maior
proteina dos ortobunyavirus, uma possivel ARN polimerase ARN dependente
com massa molecular média de 260kDa e que se encontra associada aos trés
segmentos de ARN viral. Em relagdo ao segmento M-ARN, o mesmo codifica
em uma unica CAL, uma grande poliproteina, que apos clivagem co-
translacional origina trés proteinas virais, sendo duas glicoproteinas estruturais
de superficie denominadas Gn (29KDa — 41 KDa) e Gc (108 KDa — 125 KDa) e
uma proteina ndo estrutural denominada NSm (11KDa -17KDa) (Fazakerley et
al., 1988; Raju & Kolakofski, 1989). O segmento P-ARN codifica ao longo de
duas CALs superpostas, uma proteina estrutural de nucleocapsideo (N; 19KDa
e 26KDa) que circunda cada um dos segmentos de ARN gendmicos, e uma
proteina ndo estrutural denominada NSs (10KDa - 12KDa) (Fenner & White,
1994; Buchen-Osmond, 2003) (Figura 8). As proteinas virais descritas acima,
estdo implicadas a importantes propriedades bioldgicas dos ortobunyavirus,
tais como: antigenicidade (processo que estimula a produgdo de anticorpos
neutralizantes, fixadores de complemento e inibidores da hemaglutinagao),
viruléncia (grau de severidade da doenga) e a infectividade em vertebrados e
invertebrados (interagdo virus-célula hospedeira) (Gonzales-Scarano et al.,

1989; Bouloy, 1991; Buchen-Osmond, 2003).
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Figura 8 — Organizacao gendmica dos ortobunyavirus. Segmentos de ARN polaridade negativa. |: segmento G-ARN dando
origem a proteina L, possivel polimerase viral; Il: segmento M-ARN, inicialmente originando uma poliproteina que por
clivagem cotranslacional origina as duas proteinas glicoproteinas de superficie (Gn e Gc) e uma proteina nao estrutural,
NSs; lll: segmento P-ARN com duas cadeias abertas para leitura superpostas que dao origem a uma proteina de

nucleocapsideo N e uma proteina nao estrutural NSs. Fonte: Adaptado de Bouloy, 1991.
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1.3 REARRANJO GENETICO: MECANISMO DE EVOLUCAO ENTRE OS
ORTOBUNYAVIRUS

A evolugao dos virus ARN segmentados de polaridade negativa
ocorre basicamente por trés mecanismos: mutagdo, rearranjo genético e
recombinagdo genética (Gentsch & Bishop, 1976a; Gentsch & Bishop, 1976b;
Gentsch et al., 1980; Bishop & Beaty, 1988; Pringle, 1996; Holland & Domingo,
1998; Schmaljhon & Hooper, 2001; Archer & Ricco-Hesse, 2002; Charrell et al.,
2002; Woods et al., 2002). No entanto, a contribuicdo de cada um desses
mecanismos para a biogénese dos virus pertencentes a familia Bunyaviridae
ainda é desconhecida levando a uma importante perda de informagao genética
para um grande numero de membros dessa familia. A familia Bunyaviridae é
considerada uma das maiores familias virais composta por mais de 330 virus,
incluindo agentes de grande relevancia veterinaria (Akabane) e em saude
publica para humanos, como os virus Rift Valley, Crimean Congo, Oropouche,
La Crosse e Garissa, dentre outros (Elliott et al., 2000; Nichol, 2001; Woods et
al, 2002; Buchen-Osmond, 2003).

O rearranjo genético entre membros da familia Bunyaviridae tem
sido demostrado ocorrer tanto em culturas celulares quanto em hospedeiros
artropodes co-infectados, bem como pela analise de isolamentos virais
ocorridos naturalmente (Bishop & Beaty, 1988; Beaty et al., 1997; Borucki et al.,
1999; Bowen et al., 2001). Enquanto a recombinagdo genética entre os virus
ARN segmentados de polaridade negativa parece ser um mecanismo
relativamente raro (Holland & Domingo, 1998), exemplos de rearranjo genético

tém sido recentemente descritos para determinados membros da familia
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Bunyaviridae, género Orthobunyavirus, tais como os virus Oropouche e
Garissa (Saeed et al., 2000; Saeed et al., 2001, Gerrard et al., 2004).

Atualmente com o advento da tecnologia biomolecular como a
amplificagdo génica por meio da reagdo em cadeia mediada pela polimerase
(PCR) usando-se a transcrigéo reversa (RT), clonagem e sequenciamento, esta
sendo possivel estudar casos de rearranjo genético ocorridos em natureza que
corroboram com os achados prévios decorrentes da observacido precisa de
pesquisadores que utilizavam tdo somente a associacdo de dados
epidemioldgicos, ecolégicos e antigénicos sobre esses virus para inferirem
suas conclusoes.

De fato, segundo Shope et al. (1988), os virus do grupo C
constituem um dos melhores modelos destinados ao estudo de rearranjo
genético que ocorre em natureza. As conclusbes de Shope foram baseadas
principalmente em dois fatores: i) transmiss&o desses virus em ecossistema
compacto, o que pode favorecer a co-infecgdo de mosquitos e/ou pequenos
mamiferos com dois virus pertencentes ao mesmo grupo, e ii) padrdo complexo
de relagdo antigénica evidenciado para alguns virus do grupo C, isolados em
florestas brasileiras. Nestes termos, o estudo do relacionamento antigénico dos
virus do grupo C, em suas bases genéticas, pode vir a explicar e contribuir para
enriquecer o conhecimento sobre o rearranjo viral em natureza como

mecanismo de evolug&o entre os ortobunyavirus.
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1.4 OBJETIVOS
1.4.1 Objetivo geral

Caracterizagdo molecular dos virus do grupo C pertencentes a
familia Bunyaviridae, género Orthobunyavirus, bem como correlacionar os
achados genéticos aos dados eco-epidemioldgicos, ecolégicos e antigénicos,
contribuindo dessa forma para um melhor entendimento sobre a epidemiologia

molecular dos ortobunyavirus do grupo C.

1.4.2 Objetivos especificos

- Descricdo da organizagdo genémica referentes aos segmentos P-
ARN e M-ARN;

- Comparacéao das sequéncias nucleotidicas obtidas para os virus do
grupo C com sequéncias previamente descritas para outros ortobunyavirus
pertencentes aos grupos California, Simbu e Bunyamwera utilizando métodos
de analise filogenética;

- Verificar a possibilidade de existéncia de rearranjo genético em
natureza entre os virus do grupo C, mediante analise das arvores filogenéticas

obtidas para os segmentos de ARN estudados.
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2. MATERIAIS E METODOS
2.1 AMOSTRAS

O total de trinta amostras, dentre espécies e subespécies dos virus
do grupo C, isoladas de diferentes hospedeiros (humanos, artropodes,
vertebrados silvestres e animais sentinelas), obtidos de diferentes regides das
Américas entre 1954 e 1999 (Tabela 4), foram gentilmente cedidas pelo Centro
de Referéncia para Arbovirus sediado no Instituto Evandro Chagas, Sec¢ao de
Arbovirologia e Febres Hemorragicas, Belém, Para, Brasil, e pelo Centro de
Referéncia Internacional para Arbovirus e Doengas Infecciosas Emergentes, na
Universidade do Texas, Departamento de Patologia, Galveston, Texas,
Estados Unidos, correspondendo a virus liofilizados apos isolamento em
camundongos recém-nascidos seguidos de uma passagem em cultura de

células VERO.

2.2 CARACTERIZACAO MOLECULAR DOS VIRUS DO GRUPO C

A caracterizagdo molecular dos virus do grupo C incluiu
basicamente etapas de: i) propagacéo dos virus em cultura de células VERO
(linhagem E-6) para produgédo de estoque viral; ii) extragdo do acido nucléico
(ARN); iii) deteccdo e amplificagdo do ARN viral pela técnica de RT-PCR; iv)
visualizacdo do produto da RT-PCR e purificagdo do ADN complementar
(cADN); v) clonagem do produto da RT-PCR e purificagdo do cADN clonado; e

V) sequenciamento.
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Tabela 4 - Amostras dos virus do grupo C usadas no estudo evidenciando os

respectivos numeros de identificagdo, localidade (pais), hospedeiro, e ano

isolamento.

Amostra viral Numero de Pais Hospedeiro Ano
identificagao
Oriboca BeAn 17 Brasil Cebus apella 1954
BeAn 263748 Brasil Oryzomys goeldi 1974
BeAr 246614 Brasil Culex taeniopus 1973
BeH 142102 Brasil humano 1968
LCVP 217 Guiana humano 1977
Francesa
Murutucu BeAn 974 Brasil Cebus apella 1955
IQU 126 Peru humano 1999
IQU 9891 Peru humano 1999
BeH 257944 Brasil humano 1974
Caraparu BeAn 3994 Brasil Cebus apella 1956
BeH 190863 Brasil humano 1970
IQU 212 Peru humano 1995
BeAr 299789 Brasil Culex portesi 1975
BeH 5546 Brasil humano 1956
Marituba BeAn 15 Brasil Cebus apella 1954
BeAn 258481 Brasil Caluromys sp 1974
BeH 119190 Brasil humano 1980
BeAr 186247 Brasil Culex melanoconium | 1970
sp
Nepuyo TRVL 18462 Trinidad Culex(Aedinus) 1957
accelerans
BeAn 10709 Brasil Camundongos 1959
sentinelas
BeAr 225808 Brasil Culex sp 1972
BeAn 275424 Brasil Nectomys 1969
squamipes
Itaqui BeAn 12797 Brasil camundongos 1959
sentinelas
BeAn 346113 Brasil Cebus apella 1974
Apeu BeAn 848 Brasil Cebus apella 1955
Bruconha 77V-74814 Brasil Camundongos 1977
sentinelas
Ossa BT 1820 Panama humano 1961
Gumbo Limbo | FE-3 71H Estados Unidos Culex 1963
(Melanoconium)
Restan TRVL 51144 Trinidad humano 1963
Madrid BT 4075 Panama humano 1961
Vinces 75V-807 Equador Culex 1974

(Mel.)vomerifer
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2.2.1 Propagacao viral em cultura de células VERO-E6 (células renais de
macaco verde africano, Cercopithecus aethiops)

Frascos de 75 cm? estéreis foram utilizados para preparagdo de
monocamada celular. A cada frasco, previamente lavado com solu¢ao de PBS
estéril pH 7,4 contendo 5% de penicilina (100 mg/mL), adicionaram-se 29 mL
de meio MEM de crescimento enriquecido com SBF a 5%, L-Glutamina 1% e
antibioticos (penicilina e estreptomicina 1%) e 2% de NaHCOs;; e 1 mL de
suspensao de células VERO-EG, sendo os frascos posteriormente incubados a
37°C na presenca de CO, durante 2-3 dias ou até a formagdao de uma
monocamada celular confluente. Apoés a formagdo da monocamada celular, o
meio de crescimento foi completamente retirado dos frascos, e as células foram
infectadas pela inoculagéo de aproximadamente 35 U.F.P de virus por células
no interior de cada frasco. Os mesmos foram incubados durante 1 hora a 37°C
objetivando a adsorg&o dos virus a monocamada celular. Apds esse periodo,
10 mL de meio MEM de manutengao enriquecido com SBF a 2%, L-Glutamina
1% e solugdo de penicilina e estreptomicina a 1%, e 2% de NaHCO3, foram
adicionados, sendo ent&do os frascos incubados a 37°C durante 2 a 5 dias ou
até que 70 a 75% de ECP fosse observado, quando entédo os fluidos celulares
contendo particulas virais foram coletados em tubos estéreis e usados para

extracdo de ARN .

2.2.2 Precipitagao e purificagao viral
Os fluidos de células VERO E-6 infectados foram submetidos a

precipitacdo e purificagdo viral (Ni & Barrett, 1995) tendo por objetivo isolar
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particulas virais de organelas e detritos celulares das culturas.

Inicialmente, os sobrenadantes dos fluidos das células infectadas
foram clarificados mediante centrifugacao refrigerada (4°C a 8°C) a 5.000 rpm
durante 10 minutos, para remocao dos restos celulares. Posteriormente, os
fluidos clarificados foram precipitados em uma solugcdo contendo 7% de PEG
8000 (Amersham Life Science) e 2,3% de NaCl a 4°C por 8 a 16 horas
utilizando agitador automatico e centrifugado a 6,000 rpom por 30 minutos a 4°C
para precipitacao das particulas virais. Os precipitados foram ressuspendidos
em 1 mL de tampdo TN 20mM (pH 7,4) e NaCl 100mM, sendo em seguida
submetidos a um gradiente continuo de sacarose (20% a 70%) e centrifugados
durante 60 minutos a 270.000 rpm a 4°C. As bandas correspondentes as
particulas virais em suspens&o foram coletadas com o auxilio de uma seringa
(1mL), precipitadas em 10mL de solugdo de PEG 8000 a 50% e NaCl 23%
mediante centrifugagdo a 3.000 rpm durante 30 minutos a 4°C. Os virus
purificados foram ressuspendidos em 1 mL de tamp&do TN ou agua livre de

ribonuclease

2.2.3 Extragao do ARN viral

Para obtencdo do ARN viral a partir das particulas virais
purificadas utilizou-se o kit QIAmp®Viral RNA Mini Kit (Qiagen) conforme
instru¢des do fabricante, cujo fundamento baseia-se nas propriedades seletivas
de ligacdo do ARN a membranas de silica-gel combinadas a centrifugagdo em
alta velocidade (entre 8.000 e 14.000 rpm). Em microtubo estéril de 1,5 mL,

adicionaram-se 140uL da amostra viral purificada a 560 uL de tampéo de lise
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(AVL) contendo substéncia carreadora de ARN. Em seguida, a solugdo foi
misturada por agitacdo durante 15 segundos e incubada a TA por 10 minutos,
tempo suficiente para que ocorresse a completa lise das particulas virais.
Posteriormente, adicionaram-se 560 pL de etanol (96-100%) misturando
mediante agitacdo durante 15 segundos . Adicionaram-se cuidadosamente 630
ML da mistura contendo a amostra viral, tamp&o AVL e etanol aos tubos
coletores que possuem em seu interior colunas com membranas de silica-gel.
As amostras foram entdo centrifugadas a 8.000 rpm por 1 minuto a TA, e o
liquido dos tubos coletores foi descartado. Adicionou-se o restante da mistura
ao tubo e uma nova centrifugagado conforme descrito previamente foi realizada.
Em seguida, adicionaram-se 500 yL de tamp&o de precipitacdo AW1, sendo as
amostras centrifugadas a 8.000 rpm por 1 minuto. O filtrado contido nos tubos
coletores foram descartados, e o volume de 500 pL do tamp&o de lavagem
AW?2 foi adicionado a coluna do tubo coletor. Subsequentemente, as amostras
foram centrifugadas a 14.000 rpm por 3 minutos, o filtrado descartado, e uma
nova centrifugacdo a 14.000 rpm por 1 min foi realizada para eliminar possiveis
tracos do tampao AW2, uma vez que pequenas concentragdes desse reagente
podem interferir na amplificaggo do ARN. Os tubos coletores foram
posicionados no interior de um microtubo de 1,5 mL estéril e devidamente
identificado, sendo em seguida adicionado 50 yL de tampéao de eluigdo AVE.
As amostras foram incubadas durante 1 minuto a TA e centrifugadas a 8.000
rom para recuperagcdao do ARN aderido a membrana de silica-gel. O ARN
obtido foi usado imediatamente para obtengcdo do ADN complementar (cADN)

ou preservado a -70°C.
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2.2.4 RT-PCR.

A técnica de RT-PCR em um unico tubo foi utilizada para obtengao
do cADN correspondente ao segmento P-ARN usando iniciadores especificos
correspondentes aos 15 nucleotideos altamente conservados ao nivel dos
términos 3’ e 5’ dos segmentos de P-ARN dos virus pertencentes ao género
Orthobunyavirus (Dunn et al., 1994). As reacdes de RT-PCR foram realizadas
para um volume final de 50 yL contendo 10 yL de ARN viral, 10 pmol do
iniciador complementar BUN F (AGTAGTGTACTCCAC), 10 pmol do iniciador
reverso BUN R (AGTAGTGTGCTCCAC), 1x tampao PCR (Tris-HCI 50 mM, pH
8,3; KCL 75 mM), MgCl, 2,5 mM, DTT 2,5 mM, 20u de inibidor de ribonuclease
(RNase inhibitor ; Invitrogen), mistura de DNTPs 200 uM (Invitrogen), 1,125 u
de ADN polimerase (Platinum Taq DNA polymerase, Invitrogen) e 1 U da
enzima transcritase reversa (Superscript Il Reverse Transcriptase; Invitrogen).
A RT foi processada inicialmente durante 60 minutos a 42°C, seguidas por 35
ciclos de PCR, cada um composto por etapas de desnaturagao a 94°C for 40
segundos, hibridizagdo dos iniciadores a 54°C por 40 segundos, e sintese a 72
°C por 1 minuto. O produto de RT-PCR para o segmento P-ARN dos virus do
grupo C foi estimado entre 800 e 900 pares de bases (pb).

Para a amplificagdo do segmento M-ARN, especificamente de parte
do gene Gn, utilizou-se o protocolo convencional em duas etapas, onde
inicialmente o ARN viral foi transcrito em um cADN e o produto da RT utilizado
na PCR (Elliott & Mc Gregor, 1989; Saiki, 1990). A sintese do cADN foi

realizada para o volume final de 20pL incluindo 5 pyL de ARN viral (1ng-5ug) e
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15uL da mistura de RT que contem tampao RT 1X (Tris-HCI250 mM, pH 8,3;
KCI 375 mM, MgCl, 15 mM, DTT 0,1 M), 20 u de inibidor de ribonuclease
(RNAse inhibitor, Invitrogen), mistura de DNTPs 200M (Invitrogen), 50-250 ng
de iniciadores randémicos (Invitrogen) e 1 u da enzima transcritase reversa
(Superscript 1l Reverse Transcriptase; Invitrogen). A transcricdo reversa foi
processada durante 1 hora a 42°C. Em seguida, a reagdo de PCR foi realizada
usando 2ng do produto da RT e uma mistura de reagdo de PCR contendo
tampéo PCR 1X (Tris-HCI 50 mM, pH 8,3, KCL 75 mM), MgCl, 2,5 mM, mistura
de DNTPs 200uM (Invitrogen), 10 pmol de cada iniciador degenerado BUN-GnF
(AC[T/AJAAGIC/TITATA[C/TIAG[A/G]TA[T/CIAT) e BUN-GnR
(TGACATATGIC/TITGI[G/AITT[A/GJAAGCA), 1,125 u de ADN polimerase
(Platinum Taq DNA Polymerase, Invitrogen) cuja reagédo foi ajustada para o
volume final de 50 pL. Os iniciadores degenerados foram desenhados tendo
como base as sequéncias nucleotidicas de ortobunyavirus pertencentes aos
grupos Simbu (Oropouche; M: NC 005777; Jatobal, M: AF 312380),
Bunyamwera (Bunyamwera, M: M11852; Germiston, M: M21951; Cache Valley,
M:AF186243; Fort Sherman, M: AY593734; Ngari, M: AY593725) e California
(California encephalitis, M: AF123483; Lumbo, M: AF123484; San Angelo, M:
AF123486; Inkoo, M: U88059; Jameston Canyon, M:U88058; La Crosse,
M:U18980; Melao, M: U88057; Snowshoe hare, M:K02539; Serra do Navio, M:
AF 123490; South River, M: AF 123488; Keystone, M: AF 123489; Jerry
Slough, M:AF123487), correspondente a posi¢gao entre os nucleotideos 200 e

550, cujo produto amplificado foi estimado entre 300 e 350 pb.
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2.2.5 Analise do produto da RT-PCR

Os produtos da RT-PCR foram analisados pelo método de
eletroforese em gel de agarose corado com brometo de etidio utilizando
aparato de eletroforese convencional e visualizados em transiluminador com
emissdo de raios UV. Esta técnica tem como fundamento a migracdo de
moléculas de ADN do polo negativo para o positivo mediante a aplicagdo de
uma diferenca de potencial elétrico entre dois pontos. A visualizagdo dos
fragmentos amplificados da-se em virtude da propriedade de incorporagéo do
brometo de etidio a moléculas de ADN fragmentadas e pela sua capacidade de
liberar fluorescéncia ao ser excitada por raios ultravioletas (UV). O gel de
agarose para analise foi preparado a 1,2% pela adi¢do de 0,6g de agarose em
po (Gibco-BRL) a 50 mL de tampé&o TAE 1X (Tris 10mM; Acetato 0,1 M; EDTA
1mM pH 7,2). Ap6s completa dissolugao do gel pelo aquecimento do mesmo
em microondas durante tempo meédio de 2 minutos seguido de resfriamento a
temperatura de 50°C, adicionaram-se 5uL de brometo de etidio (0,5 pg/mL,
Invitrogen) e aguardou-se completa solidificagdo do gel em plataforma
apropriada. Os produtos amplificados foram migrados juntamente com um
marcador de peso molecular (Low DNA Mass - 100 bp ladder, Invitrogen) e
com um controle negativo de extragdo (amostra proveniente do fluido de
células VERO n&o infectadas) durante 30 minutos a uma voltagem e
amperagem médias de 80V e 7mA, respectivamente. Para verificar possiveis
contaminagdes durante a realizag&do da técnica de RT-PCR, amostras contendo
apenas agua livre de ARNase e os respectivos componentes da mistura de RT-

PCR foram também migrados no gel.
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2.2.6 Purificagcao do cADN

A purificacdo do cADN foi realizada utilizando kit comercial GFX
™ PCR DNA and Gel Band purification (Amersham Biosciences) no qual
colunas de retengdo a base de silica foram usadas. O procedimento foi
realizado como segue: i) retirou-se com auxilio de estilete metalico as bandas
visualizadas no gel, sendo as mesmas transferidas para tubos de 1,5 mL
estéreis previamente pesados; ii) O peso das bandas foram calculados
mediante a subtragédo do peso total do tubo (peso do tubo + peso do fragmento)
pelo peso do tubo sem o gel; iii) Adicionou-se 1 volume de tampéao de captura
em relagdo ao peso da banda (ex: 1mg de gel para cada 1 yL de tampéo de
captura); iv) Os tubos foram misturados vigorosamente e incubados a 60°C
durante 5 minutos ou até que a agarose fosse completamente dissolvida; v)
ApOs a completa dissolugdo da agarose, as amostras foram transferidas para
um tubo coletor contendo a coluna de retengdo GFX, em seguida incubado por
1 minuto e centrifugado por 30 segundos; vi) O filtrado foi completamente
descartado, sendo repetido o passo anterior se necessario; vii) Adicionaram-se
500 pL de tamp&o de lavagem aos tubos sendo estes em seguida
centrifugados a 14.000 rpm por 30 segundos; e viii) As colunas foram
transferidas do interior do tubo coletor para um tubo de 1,5 mL estéril, sendo
posteriormente adicionados a cada uma das colunas o volume de 50 yL de
tampéo de eluicdo (Tris-HCI 10 mM pH 8,0; TE pH 8,0) ou agua livre de
ARNase e ADNase. Finalmente, as amostras foram centrifugadas a 14.000 rpm

por 1 minuto para recuperar o ADN retido na coluna.
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2.2.7 Clonagem do cADN

A clonagem dos cADN purificados, referentes aos segmentos
gendémicos P e M dos virus do grupo C, foi realizada em sistema plasmidial-
bacteriano cujo vetor de clonagem contendo o cADN viral foi propagado em
bactérias competentes, obedecendo as seguintes etapas: i) ligacéo: insergcéo
do cADN viral no plasmidio (vetor); ii) transformacéo bacteriana: multiplicagédo
das bactérias contendo o ADN plasmidial recombinante; iii) selegdo de clones
recombinantes; e iv) Isolamento do ADN plasmidial recombinante. A clonagem
foi realizada com o kit comercial PGEM T® -Easy vector System Il (Invitrogen)
que utiliza o plasmidio PGEM-T easy e a linhagem JM 109 da bactéria
Escherichia coli como vetor de clonagem e células competentes bacterianas,

respectivamente.

2.2.7.1 Vetor de clonagem

Os vetores de clonagem sdo moléculas de ADN com propriedades
autoduplicativas capazes carregar outros fragmentos de ADN, sendo que os
mais utilizados sdo os plasmidios de Escherichia coli e moléculas derivadas
dos bacteriofagos | e M13. As caracteristicas basicas de um vetor sao: i) poder
ser introduzido numa célula hospedeira; ii) conter uma origem de replicagao, o
que permite sua duplicagdo no hospedeiro; iii) células contendo o vetor podem
ser facilmente selecionadas pelo fenétipo conferido ao hospedeiro, por um
gene presente no vetor como, por exemplo, resisténcia a antibidticos e

auséncia de coloragao na coldnia bacteriana.
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2.2.7.2 Ligagéo

O processo de ligacédo consiste na inser¢gdo de uma molécula de
ADN a ser clonada em determinada regido do ADN plasmidial, tendo como
objetivo originar um ADN recombinante. No caso do vetor plasmidial PGEM
T®-Easy, o cADN viral sera inserido ao nivel do gene plasmidial lac-Z a-
peptideo (Figura 9) que confere a bactéria capacidade de expressar
fenotipicamente a coloragcao azul em meios de culturas. Os cADNs obtidos para
os virus do grupo C foram ligados ao ADN plasmidial conforme descrito a
seguir. Os tubos contendo o vetor plasmidial e o controle de insergao,foram
brevemente centrifugados durante 30 segundos a 12.000 rpm. Em seguida,
preparou-se a mistura de ligagdo conforme descrito no Tabela 5.
Posteriormente, as reag¢des foram misturadas mediante pipetagem e incubadas
durante 1 hora a TA. Alternativamente, as reagdes foram submetidas a
incubacado durante a noite a temperatura de 4°C para obtencdo do numero
maximo de transformantes. A concentragdo do cADN inserido no vetor foi

calculada empregando-se a equagdo matematica abaixo:

ng do inserto =|vetor (ng)x tamanho do cADN (Kb) | x razdo molar vetor : cADN

Tamanho do vetor em Kb
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Figura 9 - Mapa circular do vetor plasmidial PGEM-T Easy (Invitrogen) utilizado
para clonagem dos cADNSs obtidos para os virus do grupo C. Observar. Fonte:

Promega Thecnical Manual Part# TM042
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Tabela 5 - Reacéo de ligacéo.

Reagentes Reagao Controle Controle
padrao positivo negativo
2 x tampao de ligagao 5uL 5uL 5uL
Vetor (50 ng) 1L 1uL 1 uL
cADN viral X - -
ADN controle - 2 uL -
T4 ADN ligase (3u/ L) 1L 1 uL 1 uL
Agua deonizada* 10 pL 10 pL 10 uL

* agua deonizada para volume final de 10 uL

2.2.7.3 Transformacéo

A transformacdo bacteriana consiste em uma metodologia
relativamente simples e rapida, cujo fundamento baseia-se na introdugéo de
um plasmidio transformante (plasmidio contendo ADN recombinante) através
dos poros das membranas bacterianas apds aplicacdo de choque térmico
(Hyde & Hyde, 1984; Rifkin, 1998). O objetivo da transformacdo é produzir
coldénias bacterianas mutantes contendo em seu interior o ADN plasmidial
recombinante. Para a realizacdo da transformacao bacteriana, placas de petri
contendo meio LB sdlido, IPTG e X-Gal (apéndice) foram previamente
preparadas. Em seguida, as rea¢des de ligagdo foram centrifugadas durante 10
segundos a 12.000 rpm , sendo em seguida, todo o volume da ligagao (10uL)
adicionado a 50 uL de células competentes JM 109. As células competentes

foram incubadas em gelo durante 20 minutos e, apds esse periodo, submetidas
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a um choque térmico a 42°C durante 50 segundos, sendo os tubos retornados
imediatamente ao gelo e incubados por 2 minutos adicionais. O volume de 900
ML de meio SOC (apéndice) foi adicionado aos tubos contendo as reagdes de
transformagdo, sendo os mesmos posteriormente incubados em agitador
térmico automatico por 1 hora e 30 minutos a 37°C ajustando a rotagdo para

150 rpm.

2.2.7.4 — Selecao e multiplicacdo de clones mutantes

A selecao de clones mutantes € considerada uma etapa critica
para o sucesso da clonagem, onde colénias que apresentam o ADN plasmidial
recombinante inseridos devem ser corretamente selecionadas. O cADN viral
inserido ao nivel do gene plasmidial lac-Z a-peptideo inativa a expresséo
fenotipica normal das bactérias (cor azul), sendo portanto as bactérias
mutantes identificadas pela coloracdo branca. Os clones mutantes foram
selecionados como descrito a seguir: i) Adicionaram-se 250 yL de cada reagao
de transformacgao as placas de petri previamente preparadas e levadas a TA,; ii)
As reagbes foram espalhadas homogeneamente por toda a superficie das
placas e incubadas, emborcadas, a 37°C durante a noite; iii) As placas foram
retiradas da estufa e incubadas a 4 °C por 2 horas para definicdo da cor das
coloénias (brancas ou azuis); iv) Trés colbnias brancas (mutantes) foram
selecionadas cuidadosamente; v) As colbnias de bacterias mutantes
previamente selecionadas foram adicionadas ao interior de tubos de 15 mL
contendo 5 mL de meio LB liquido e 5 pyL ampicilina (100 mg/mL); vi) As

colonias selecionadas foram incubadas em agitador térmico automatico a 37 °C
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durante 9 horas em rotacdo de 170 rpm objetivando a propagacéo das
bacterias mutantes; vii) Apdés o periodo de propagagdo das colbnias
bacterianas mutantes, as mesmas foram submetidas ao isolamento do ADN
recombinante plasmidial utilizando o kit comercial GFX plasmid miniprep kit

(Amersham Biosciences) conforme descrito pelo fabricante.

2.2.8 Analise do produto da RT-PCR Clonado

Os produtos da RT-PCR clonados foram analisados pelo uso de
enzimas de restricdo capazes de clivar o ADN plasmidial em sitios especificos.
O vetor PGEM T- Easy apresenta sitio de digestdo para varias enzimas de
restricao localizados proximos ao sitio de insercdo do cADN clonado, dentre os
quais a enzima ECO-RI é capaz de clivar o ADN do plasmidio em regides
correspondentes aos nucleotideos 52 e 70, regido esta que flanqueia o inserto
(Figura 10). A digestdo do ADN plasmidial foi realizada pela adigdo de 8 yL de
ADN a 2 yL da mistura de digestdo composta por 1 yL do tampao de reagcao
10X e 1 pL da enzima ECO R-l (12U/uL, Invitrogen). As amostras foram
posteriormente incubadas durante 1 hora em banho Maria a 37°C, em seguida
migradas em gel de agarose a 1,2% corado com brometo de etidio (0,5 ug/mL)
durante 30 minutos a 90V e 20mA. As amostras digeridas com a enzima ECO
R-l foram visulizadas em transiluminador com UV para verificar a eficacia da
clonagem. O ADN plasmidial pode ser diferenciado do cADN clonado segundo
suas propriedades migracionais. Neste caso, o ADN do plasmidio (3Kb) foi
visualizado acima do cADN clonado (aproximadamente 0,9 Kb) por migrar mais

lentamente ao longo da malha do gel.



7

o', . TGTAA TACGA CTCAC TATAG GGCGA ATTEE GCCCG ACHTC GUATG CTCORCE OUCUG CLATG
¥ ... ACATT ATGCT CAGTE ATATC CCGCT TAADC COOGC TODAD COTAC BAGEE DOGCC GGTAC

I | | | | I
Promotor T7 A | At |l o | ERZ| Mool

QUEEC COCEG QANTT CEATTIY cADN ) ATCAL TAGTQ AATTC GCREC COCCT QLAGD TCQAD

CBCCE ::clcwmam. inserido
=

STTAATE ATCRC TTAAS CECCGE QOaGA CATCC AGCTE
. I

Bei¥ |

ac | E?HI ool 5:?“ % TR ]

CATAT GGGEA CACCT CCCAA COUAT TGGAT QUATA QUTTE AGTAT TOTAT AGTAT CACCT AAAT .. I

GTATA COCT CTOGA DGGTT GOGCA ACCTA CGTAT GAAAC TCATA AGATA TCACAGTGAATTTA ... §

Mt |

) T Y Promotor SP&

44

Figura 10 — Sitios de clivagem do cADN inserido. A clivagem pela enzima de restricdo ECO RI é realizada ao nivel dos

nucleotideos 52 e 70 da sequéncia do ADN plasmidial (setas em vermelho). Fonte: Promega Thecnical Manual Part#

TMO042.
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2.2.9 Sequenciamento

O sequenciamento dos cADNs previamente clonados e
purificados foi realizado utilizando o kit ABI PRISM Dye Terminator (Applied
Biosystems), cujas reacdes foram processadas em um sequenciador
automatico, modelo ABI PRISM 377 (Applied Biosystem), pelo emprego do
método de terminacao de cadeia por didesoxirribonucleotideos marcados com
substancias fluorescentes, que ao contato com raios laser, emitem
fluorescéncia de diferentes comprimentos de ondas correspondentes a cada
um dos quatro nucleotideos que compdem basicamente a molécula de ADN (A,
C, T, G) localizados na extremidade 3’ (Sanger et al., 1977). O sequenciamento
das amostras pelo método automatico apresentou as seguintes etapas: i)
Reacdo de sequenciamento composta pela mistura de 2 pL (80 ng) de ADN
plasmidial, 8 yL de tampdo de reagdo contendo a os dideoxinucleotideos
fluorescentes ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP (Terminator reaction mix), 3,5
pmoles dos iniciadores T7 ou SP6 e agua para o volume final de 20 uL, tendo
as mesmas, sido processadas em termociclador automatico (GeneAmp PCR
Systems 9600, Applied Biosystems) programado para realizar 25 ciclos, cada
um composto por etapas de desnaturagcdo a 96°C por 10 segundos,
hibridizagao dos iniciadores (T7 e SP6) a 50 °C por 5 segundos e sintese a 60
°C por 4 minutos; ii) Precipitacdo do ADN pela adigdo de 2uL de NaCH3;COO
3M pH 5,0 e 50uL de etanol a 96% ao volume total da reagdo de
sequenciamento. Em seguida as amostras foram submetidas a etapas
sequenciais de: 1) incubagdo em gelo por 10 minutos; 2) precipitagdo por

centrifugac&o durante 15 minutos a 14.000 rpm a 8 °C; 3) lavagem com 250 pL
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de etanol a 70%; 4) centrifugacéo a 12.000 rpm por 15 minutos a 8 °C seguida
de incubacéo a TA para completa evaporagao do etanol; e 5) reconstituicdo do
ADN em 3 pL de solucdo de formamida e EDTA 25mM pH 8,0 na proporcao
5:1, respectivamente; iii) Eletroforese no sequenciador automatico durante
aproximadamente 7 horas, quando entdo os fragmentos de ADN marcados
foram separados de acordo com seus tamanhos (diferengca de 1 nucleotideo
entre cada fragmento), detectados por emisséo de fluorescéncia em diferentes
comprimentos de onda, e interpretados pelo sistema computacional do
equipamento segundo codigos de cores (azul, vermelho, verde e amarelo) ao

passarem pela regido de leitura 6tica do sequenciador.

2.3 ANALISE DAS SEQUENCIAS E FILOGENIA

As sequéncias nucleotidicas obtidas para os segmentos P-ARN e
M-ARN referentes aos virus do grupo C foram inicialmente comparadas entre si
e com sequéncias de outros ortobunyavirus pertencentes aos sorogrupos
Bunyamwera, Califérnia e Simbu disponiveis no banco de dados do Genbank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov), utilizando os programas Clustal V (Higgins, 1994;
Altschul & Gish, 1996), SegMan star 5.03 © (DNA star inc.) e Mega 2.1 (Kumar
et al., 2000). As arvores filogenéticas foram construidas usando os métodos de
neighbor joining (NJ) (Saitou & Nei, 1987); maxima parsiménia (MP) (Swofford,
1999), e maxima verossimilhanga (MV) (Goldman et al., 2000), implementados
nos programas computacionais PAUP 4.0 (Swofford, 1999) e Mega 2.1 (Kumar,
2000). Para a analise pelo método de NJ, a matriz de distancia foi calculada a

partir das sequéncias alinhadas usando a formula de dois parametros de
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Kimura (Kimura, 1980). Em relagéo a analise pelo método de MP, os valores de
4:1 foram adotados para avaliagdo da razao transi¢cao/ transversido. A analise
de bootstrap usando 1000 réplicas foi utilizada para gerar maior confiabilidade
aos valores dos grupamentos (Felsenstein, 1985). O enraizamento da arvore
filogenética foi feito utilizando sequéncias de outros ortobunyavirus
pertencentes aos grupos Simbu, California e Bunyamwera, que funcionaram
como grupos externos proporcionando uma analise mais fidedigna do
relacionamento genético dos virus do grupo C. O método de MV foi aplicado
utilizando o teste de Kishino-Hasegawa (Goldman et al.,2000). Modelos
evolutivos foram otimizados para ambos os grupos de segmentos genémicos
mediante o estabelecimento de uma topologia competitiva entre os mesmos,
objetivando a analise do grau de confiabilidade das topologias geradas para

cada segmento de ARN.



48

3 RESULTADOS
3.1 VISUALIZACAO DOS PRODUTOS DA RT-PCR PARA OS SEGMENTOS
P-ARN E M-ARN.

Os treze virus do grupo C tiveram seus P-ARN amplificados utilizando
os pares de iniciadores BUN-F e BUN-R, enquanto que sete protdtipos virais
(VORI, VCAR, VAPEU, VMUR, VITQ, VMTB e VRES) tiveram parcialmente
amplificados seus segmentos M-ARN ao nivel do gene Gn. A analise
eletroforética em gel de agarose evidenciou fragmentos entre 900 pb e 1000 pb
para o segmento P-ARN, enquanto que para os fragmentos referentes ao

segmento M-ARN, mostraram tamanho entre 300 pb e 400 pb (Figura 11)

3.2 CLONAGEM

Os segmentos P-ARN dos 13 virus do grupo C e os fragmentos
referentes as sequéncias nucleotidicas parciais do gene Gn do segmento M-
ARN de sete membros deste grupo viral foram clonados. Noventa plasmidios
contendo os cADNSs clonados foram obtidos e digeridos com a enzima Eco R I,
para verificacdo da eficacia da clonagem. Cerca de 98% dos cADN clonados
revelaram, apds digestdo, tamanhos compativeis aos fragmentos amplificados
pela RT-PCR (Figura 12). Dois por cento dos plasmidios evidenciaram insergao
de fragmentos n&o compativeis ao tamanho esperado, sendo estes excluidos

do sequenciamento.
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Figura 11 — Visualizagdo dos produtos de RT-PCR (cADN) para os segmentos
P-ARN (a) e M-ARN (b) em gel de agarose a 1,2% para os virus do grupo C.
CN: controle negativo (amostra de fluido de células VERO n&o infectadas); PM:

marcador de peso molecular 100bp-1,5kb (Promega)
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Figura 12 - Eletroforese em gel de agarose a 1,2% evidencindo os produtos de
clonagem para os segmentos P-ARN (a) e M-ARN, gene Gn (b). Bandas com
3kb: ADN plasmidial. Orificios 1, 8, 17: peso molecular 0,1 — 10kb (Promega);
9: ADN plasmidial com insergao ndo bem sucedida (ADN inserido de tamanho
nao esperado para o segmento P-ARN); 18 e 26: peso molecular 0,1-1,5 kb
(Promega); 2: V VIN; 3 e 19: VITQ; 4 e 20:VMUR; 5: VNEP; 6 e 21: VRES; 7 e
22: VMTB; 10 e 23: VAPEU; 11 e 24: VORI; 12: VOSSA; 13 e 25:VCAR; 14:

VBRC; 15: VGL,; 16:VMAD.
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3.3 O SEGMENTO P-ARN DOS VIiRUS DO GRUPO C.

A partir dos clones selecionados, os segmentos P-ARN dos 13
virus prototipos do grupo C e da cepa viral BeH 5546 foram sequenciados
(Figura 13), bem como o gene N de 18 amostras referentes aos VORI, VMUR,
VITQ, VCAR e VNEP foram completamente sequenciados, evidenciando
organizacdo gendmica similar aos demais ortobunyavirus. Os tamanhos
obtidos para os segmentos P, apresentaram-se ligeiramente distintos quando
comparados entre si, variando de 915 a 926 nt, compreendendo duas cadeias
abertas para leituras (CAL) de tamanhos diferentes, flanqueadas por
extremidades nao codificantes 5’ e 3’ cujos comprimentos variaram de 73 nt a
76 nt e de 134 nt a 147 nt, respectivamente.

A CAL de tamanho maior evidenciou tamanho unico de 705 nt
para todos os prototipos virais do grupo C, enquanto que a CAL menor
apresentou tamanho de 297 nt para a maioria dos virus do grupo C,
excetuando-se os VGL, VRES e VMAD com tamanho de 276 nt. A transcrigcdo
das CALs sugeriu que as mesmas codificam duas proteinas de tamanhos
diferentes, sendo a maior composta por 237 aa, € a menor composta por 98
aa. No caso dos VGL, VRES e VMAD, essas proteinas apresentaram-se
menores, constituidas por 91aa. O conteudo A - U para o segmento P -ARN
dos membros do grupo C revelou percentuais entre 54,0 % a 57,5% (Tabela 6).

A analise computacional das CALs observadas para os virus do
grupo C ao longo do segmento P-ARN utilizando o programa BLAST-search
(NCBI: http://www.ncbi.nlm.nih.gov), evidenciou homologia com duas proteinas

codificadas pelo segmento P-ARN dos ortobunyavirus, uma proteina estrutural



de nucleocapsideo (N) e outra proteina ndo estrutural denominada NSs.
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Figura 13 — Seqléncias nucleotidicas do segmento P-ARN dos 13 virus

protétipos pertencentes ao grupo C e da amostra BeH 5546. Letras em caixa

alta representam as sequéncias aminoacidicas para os genes N e NSs. Os

codons de iniciacao e terminalizacao estao representados por metioninas (M) e

estrelas, respectivamente.

contiunua.



(b) VMTB - cepa BeAn 15

1 AGTAGTGTGC TCCACTCGAA TAATTTGAAA GTTATATTCA AAGAGCTCAT

51 TTGTTAATCA ACCATAATTT TAACCATGAT CGAACTAGTG TTCAAAGATG

Mol E L V F K D V
M

101 TTGCCTCTTT CACAGACAAT ACATTTGATC CAGAAGCTGC TTATGTCAGA

AS F T D N T F D P E A A Y V R
L P L S Q T 1 H L 1 Q K L L M S D

151 TTTAAGCCTG CCTATGGCTC TGAATTGGAG TCTTCTATTG TTCGAGTCTT

201

251

301

351

401
451
501
551
601
651
701
751
801

851
901

FKPA YGS ELE SS 1V RVF
LS L PMAL NWS LLL FES'S
CTACATCAAT GCAGCGAAGG TCAAAGCTTA CCTTCGGAGG TCATCTGAGC
Y I N AAKV KAY LRR S SEL
T SM QRR S KLT FGG HL S
TTTTGGTTTT ACTTACACTT GGAGGCGTTA ACCTTGCTGT TCTTAATACC
L VL LTL G6GG6VN LAV LNT
FWFY LHL EAL TLLF L 1P
CATTTTCCTG GAACCCAGTC CATTCCACTG CCTGACTACG GACTTACCAT
HFPG TQS I PL PDYG L T1
Il FL EPSP FHC LTT DLZPY
ACACCGGTTG TCAGGTTACC TGTCAAGATG GGCACTTTAC CTGATCTATA
HRL SGVYL SRW ALY L1 Y1
T G6GC QVT CQDG HFT =*
TTATCCCGGA ATCAGAGATA GACCTGGTCA GAACCACTTT CATCGTGCCT
1 PE SEI1 DLVZR TTF 1 VP
CTCGCCGAGG AAAATGGCAT CACTTGGACT GATGGAGTTG CAATGTATCT
L AEE NGI TWT DGVA MYL
GGCCTTCTTA CCAGGAGCCG AAATGTTCAT GTCAACTTTC AAGTTCTTCC
AAFL PGAE MFM STTF KTFTFTFP
CTTTGACTAT TGGTATGTAC AGGGTTCGCA GGTGGAGCAT GGACCCTAAC
L T1 GMY RVRZR WSM DPN
TGTTTGGAGA AAGCGATTTG GCAGAGATAT ATGGGAATAG GTGCAGATGA
C LEK AIW QRY M GI1G ADTD
TTGGATCACT AAAGAAACAG TTACTATCCT AGCTCGGTTT GAAGATGTCG
W 1 T KETV T 1L ARTF EDVE
AGAAGCTCGA CTGGGCTAGA ACTGCTTTCA CCAGTTCAGC CAGAGAATTC
K LD WAR TAFT SSA REF
GTGAGTCAAT TTGGTATAAA GTTAGCATAA CAATTATCAC AATTGCGATA
VS QF G I K L A *
TTCAGAGTCC AGCATAAAGC AACATAAGAC ACCAGCATAA TGGGTGGGTG
GTCGGGGACA CCAAGAAAGC AGGTGCGAAT TCATGAATCT TATTTAGAAT
TGGTGGAGCA CACTACT
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(c) VORI — cepa BeAn 17

1 AGTAGTGTGC TCCACTCGAA TAATTTGAAG GTATCGTAGA GCAGCTTCTT

51 TGTCACTCAA CCCTTCAATT AACCGATGAT CGAACTAATT TTTAAAGATG

101

151

201

251

301

351

401
451
501
551
601
651
701
751
801

851
901

Mol E L 1 F K DV
M
TTGCCTCATT CACAGACAAT ACATTTGATC CAGAAGCTGC TTACCTCAGA
A S F T D N T F D P E A A Y L R
L P H S Q T 1 H L 1 Q K L L T S D
TTTGAGAGTG ACTACGGTTC CCAATTGGAG TCCGCTATTG TTCGAGTCTT
F E S D Y G S Q L E S A1V R V F
L RV T TV P N W S P L L F E S S
CTACATCAAT GCCGCGAAGG TCAAAGCTTA CCTCCGTAGG TCATCTGAAC
Y I N A A KV K AY L R R S S E L
T S M P R R S K L T S V G H L N
TTCTGGTTCT ACTTACACTT GGAGGTGTTA ACCTTGCAGT ACTTAACACG
L V L L T L G G V N L AV L N T
F W F Y L H L E VL T L QY L T R
CATTTCCCTG GAACCCAGTC CATTCCACTG CCTGACTACG GACTTACCAT
H F P G T Q S 1 P L P DY G L T 1
I S L E P S P F H C L T T D L P Y
ACATCGGTTG TCAGGTTACT TGGCCAGATG GGCTCTATAT CTGATCCGTC
H RL S GYL A RW ALY L 1 R P
I ¢ ¢C Qv T W P D G L Y 1 *
CAAGCCCTGA GTCTGATATT GGTCTGGTTC GGTCTACTTT CATCGTACCT
S P E S D 1 G L V R S T F 1 v P
CTTGCCGAAG AGAATGGTAT TACCTGGAGT GACGGGGTGG AAATGTACCT
L A E E N G 1 T W S D G V E M Y L
CGCCTTCTTG CCGGGGGCTG AGATGTTCAT GTCTACTTTC ACATTCTACC
A F L P G A E M F M S T F T F Y P
CGCTGACGAT AGGTATGTAT AGGGTCCGAA GATGGTCCAT GGACCCAAAT
L T 1 G M Y R V R R W S M D P N
TGCCTTGAGA AAGCGATTTG GCAGCGGTAC ATGGGCATAG GGGCTGATCA
c L EK A I W QRY MG 1 G A DAQ
GTGGATCACG AAGGAAACCG TCGCTATCCT GACTCGGTTC GAAGACGTCG
w b T K E T Vv A1 L TR F E D V E
AGAAGCTGGA TTGGGCAAAG ACAGCCTTCA CTAGTTCAGC TAGAGAGTTT
K L b WAK TAFT S S A R E F
GTGAGCAGAT TCGGCATCAG ATTAGCCTAA CATTTAGCAC AATTGCAATA
vV S R F G I R L A *
TTTAGAGTCC CGCAAAAGAC CAATAAAAGC CAACAGCAAA ACGGGTGGGT
GGTCGGGGAC ACAAACATTA TCACGTTGCG AGTTCATTAA TCTAATCTAG
AATTGGTGGA GCACACTACT
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(d) VMUR - cepa BeAn 974

1 AGTAGTGTGC TCCACTTGAA TAATTTGAGG GTATCTTAGA AGAGCTTGTT

51 TGACATTTAA ACCTTCATTT GACGGATGAT CGAACTAATT TTTAAAGATG

101

151

201

251

301

351

401
451
501
551
601
651
701
751
801

851
901

Mol E L 1 F K D V
M
TGGCCTCATT CACAGACAAT ACATTTGATC CAGAAGCTGC TTACCTCAGA
AAS F T DN T F D P E AA Y L R
W P H S Q T 1 H L 1 Q K L L T S D
TTTGAGAGTG ACTACGGGTC CCAATTGGAG TCCGCTATCG TTCGAGTCTT
FESD Y GS QL E S A1 V RV F
L RV T TGP N W S P L S F E S S
CTACATCAAT GCCGCGAAGG TCAAAGCTTA CCTCCGTAGG TCATCCGAAC
Y I N AAKV KAY L RR S S EL
T S M P R R S KL T S V G H P N
TTCTGGTTTC TCTTACACTT GGAGGTGTTA ACCTTGCGGT ACTTAACACG
L Vv S L T L G G V N L AV L N T
F W F L L H L E Vv L TLRY L TR
CATTTCCCTG GAACCCAGTC CATTCCACTG CCTGACTACG GACTTACCAT
H F P G T Q S I P L P DY G L T 1
Il S L E P S P F H C L T T DL P F
TCATCGACTG TCAGGTTACC TGTCCAGATG GGCTTTATAT CTGATCCGAC
H RL S GY L SRW ALY L I RP
I bCc Q v T C P D G L Y 1 *
CAAGCCCTGA GTCTGAGATT GGGCTGGTTC GGTCTACTTT CATCGTACCA
S P E S E 1 G L VR S TF 1 Vv P
CTTGCCGAAG AGAATGGTAT TACCTGGAGT GACGGGGTGG GAATGTACCT
L A E E N G 1 T W S D G V G M Y L
CGCCTTCTTG CCGGGCGCTG AGATGTTTAT GTCTACTTTC ACATTCTACC
AAF L P G A E M F M S T F T F Y P
CGCTAACGAT TGGTATGTAT AGGGTCCGAA GATGGTCAAT GGACCCAAAC
L T 1 G MY RV RIR W S M D P N
TGCCTTGAGA AAGCAATTTG GCAGCGATAC ATGGGCATAG GGGCTGATCA
c LEK A1 W QRY MGI1 G ADQ
GTGGATCACG AAGGAGACCG TCGCTATCCT GACTCGGTTT GAAGACGTCG
w1 T K E TV A1 L TR F E D V E
AGAAACTGGA TTGGGCAAAG ACAGCCTTCA CTAGTTCTGC TAGAGAGTTT
K L b WAK TAFT S S A R E F
GTGAGCAGAT TCGGCATCCG ATTAGCCTAA ATCAATAAGT ACAATTGCAA
v S R F G I R L A *
TATTTAGGGT CTCGTATATG AGACCAACAC AAAACAACAG CCTAACGGGT
GGGTGGTAGG GGACACGAAC ATTAGCACAT AGCAAGTTCA TGATTCTAAT
CAAGAATTGG TGGAGCACAC TACT
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(e) VITQ — cepa BeAn 12797

1 AGTAGTGTGC TCCACTCGAA TAACTTGAAG GTAATTTTGA CGGAGTTGTA
51 TTATACCCAC GCTTCAACTG ACCGTCATGA TAGAACTAAT ATTTAAAGAT

M

E L 1

F K D
M

101 GTACCCTCAT TCACAGACAA TACATTTGAC CCTGAAGCTG CTTTCCTTAG

VP S F
Y P H

T D N
S Q T 1

T F D
H L T

P E A A
L K L

F L R
L S L D

151 ATTCGAAAGT GCATACGGCA GGCAATTGGT TTCCGCCGTC GTACGAGTCT

201

251

301

351

401
451
501
551
601
651
701
751
801

851
901

F E S
S K V

TCTACATCAA
Y I N
S T S T

CTCCTTGTTT
L L V F
S L F

ACATTTCCCA
H F P
1 S Q

TGCACCGCAT
H R 1
C T A Y

ACAAACCCTG
T N P E
TCTAGCCGAA
L A E
TAGCGTTTTT
A F L
CCTTTAACGA
P L T 1
CTGCCTCGAG
C L E
AGTGGATAAC
w b T
GAAAAACTGG
E K L D
CGTGAGCCGA
vV § R
TTTTAGAGCT
TGGTCGGGGA
AATTGGTGGA

AY G R
H T A

CGCGGCGAAG
A A K
R R R
TTCTTACTCT
L T L
F L L L

GGAACCCAGT
G T Q S
E P S

ATCGGGTTAC
S G Y
R v T

AGTCCGATAT
S D 1
GAGAACGGTA
E N G 1
GCCAGGTGCA
P G A
TCGGGATGTA
G M Y
AAGGCAATTT
K A 1 W
CAAGGAGACG
K E T
ATTGGGCCAG
W A R
TTTGGTATAC
F G I R
TCTCAAGAAG
CACGAACATT
GCACACTACT

Q L V
G N W F

GTCAAAGCTT
vV K AY
S K L

TGGTGGTGTT
G G V
vV V L

CCATTCCACT
1 P L
P F HGC

CTCACCAGAT
L T R W
S P D

CGCGCTGGTA
ALV
TTACATGGCG
T W R
GAGATGTTTA
E M F M
TAGGGTGCGA
R V R
GGCAACGCTA
Q R Y
GTCGCAATCC
V A1 L
GACAGCGTTC
T A F
GTTTAGCGTA
L A *
CCAATACAAG
ATTAGGTGTG

S AV
P P S
ACCTCAGTAG
L S R
T S V G

AACCTTGCCG
N L AV
T L P

GCCTGACTAC
P DY
L T T
GGGCCTTGTA
A LY
G P C 1

CGTTCAACTT
R S T F
TGACGGAGTG
D G V
TGTCGACTTT
S T F
CGATGGTCTA
R W S M
CATGGGTATA
M G 1
TGACACGTTT
T R F
ACGAGTGCTG
T S A A
ACCATTAGCA

ACCCCAGCAT
ATTTCACTAA

V R V F
Y E S

GTCAAGTGAA
S S E
Q V N

TACTTAACAC
L N T
Y L T H

GGACTCACGT
G L T L
D S R

TCTAATTAAG
L 1 K

*

TTGTAGTGCC
V V P
GAGATGTACC
E M Y L
TGAATTCTAC
E F Y
TGGACCCGAA
D P N
GGTGCTGACC
G A D Q
CGAGGATGTG
E D V
CTAGAGAATT
R E F
CGATTGAAAT

AACGGGTGGG
TTAAATCTAG
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(f) VCAR — cepa BeAn 3994

101

151

201

251

301

351

401

451
501
551
601
651
701
751
801

851
901

AGTAGTGTGC
TCACACCCAA

GTGGCCTCAT
vV A S F
W P H
ATTCGAAAGT
F E S
S K V
TCTACATCAA
Y I N

C 1 A Y
ACAAACCCTG
T N P E
Q T L
GCTAGCCGAA
L A E
TAGCCTTTTT
A F L
CCTTTAACGA
P L T 1
CTGCCTGGAG
C L E
AGTGGATAAC
woroT
GAAAAACTAG
E K L D
CGTGAGCCGA
V S R
TTCTTAGAGC
GTGGTCGGGG
AGAATTGGTG

TCCACTCGAA
CCCTTCATTT

TCACAGACAA

T D N
S Q T I
GCATACGGCA
AY G S
H T A
CGCGGCGAAG
A A K

S G Y
Q vV T
AATCCGACAT
S D I
N P T L
GAAAACGGTA
E N G I
GCCAGGGGCT
P G A
TTGGCATGTA
G M Y
AAGGCAATTT
K A 1 W
GAAGGAGACG
K E T
ATTGGGCCAG
W A R
TTTGGTATCC
F G 1
CTCGCAAAAG
ACACCAAGAT
GAGCACACTA

TAATTTGAGG
GACGTGATGA
Mol

TACATTTGAC
T F D
HL T
GCCAATTGGT
Q L V
A N W F
GTCAAAGCTT
V K A Y
S K L
TGGTGGAGTT
G G V
V E L
CCATTCCACT
1 P L
P F H C
TTGGCCAGAT
L AR W
W P D
TGCGCTGGTA
ALV
R W Y
TTACATGGCG
T W R
GAGATGTTCA
E M F M
TAGGGTGCGA
R V R
GGCAACGTTA
Q R Y
GTCGCAATCC
V A1 L
GACAGCGTTC
T A F
GTTTAGCGTA
L A *
GACAATATAA
TATTACGTTG
cT

GTACTTTTAA
TAGAACTAAT
E L 1

CCTGAAGCTG
P E A A
L K L
TTCTGCCGTC
S AV

R S T F
A Q L
TGACGGAGTG
D G V
TGTCGACTTT
S T F
CGATGGTCTA
R W S M
CATGGGTATA
M G 1
TGACACGTTT
T R F
ACGAGTGCTG
T S A A
ATCAATAATC

GACACCAGCA
TGAGTTCATT

CGAAGTTATA
ATTTAAAGAT
F K D

M
CTTTCCTTAG
F L R
L S L D
GTACGAGTCT
V. R V F

* L E
TTGTAGTACC
V V P

L *
GAGATGTACC
E M Y L
TGAATTCTAC
E F Y
TGGACCCGAA
D P N
GGTGCTGACC
G A D Q
TGAGGATGTC
E D V
CTAGAGAATT
R E F
ACGATTGCAA

AAATGGGTGG
AATCAAATTT
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(g) VCAR — cepa BeH 5546

1 AGTAGTGTGC TCCACTCGAA TAATTTGAAG GTATCGTAGA GCAGCTTCTT

51 TGTCACTCAA CCCTTCAATT AACCGATGAT CGAACTAATT TTTAAAGATG

101

151

201

251

301

351

401
451
501
551
601
651
701
751
801

851
901

Mol E L 1 F K DV
M
TGGCCTCATT CACAGACAAT ACATTTGATC CAGAAGCTGC TTACCTCAGA
A S F T D N T F D P E A A Y L R
W P H S Q T 1 H L 1 Q K L L T S D
TTTGAGAGTG ACTACGGTTC CCAATTGGAG TCCGCTATTG TTCGAGTCTT
F E S D Y G S Q L E S A1V R V F
L RV T TV P N W S P L L F E S S
CTACATCAAT GCCGCGAAGG TCAAAGCTTA CCTCCGTAGG TCATCTGAAC
Y I N A A KV K AY L R R S S E L
T S M P R R S K L T S V G H L N
TTCTGGTTCT ACTTACACTT GGAGGTGTTA ACCTTGCAGT ACTTAACACG
L V L L T L G G V N L AV L N T
F W F Y L H L E VL T L QY L T R
CATTTCCCGG GAACCCAGTC CATTCCACTG CCTGACTACG GACTCACCAT
H F P G T Q S 1 P L P DY G L T 1
I S R E P S P F H C L T T D S P Y
ACATCGGTTG TCAGGTTACC TGGCCAGATG GGCTCTATAT CTGATACGTC
H RL S GYL A RW ALY L 1 R P
I ¢ ¢ Qv T W P D G L Y 1 *
CTAGCCCTGA GTCTGATATC GGTCTGGTGC GGTCTACTTT CATCGTACCA
S P E S D 1 G L V R S T F 1 v P
CTGGCCGAAG AGAATGGTAT TACCTGGAGT GACGGGGTGG GAATGTACCT
L A E E N G 1 T W S D G V G M Y L
TGCCTTCTTG CCGGGTGCTG AGATGTTTAT GTCAACTTTC ACATTCTACC
A F L P G A E M F M S T F T F Y P
CGCTGACGAT TGGTATGTAT AGGGTGCGAA GGTGGTCCAT GGACCCAAAT
L T 1 G M Y R V R R W S M D P N
TGTCTTGAGA AAGCGATTTG GCAGCGTTAC ATGGGCATAG GGGCTGATCA
c L EK AT W QRY MG 1 G A DAQ
GTGGATCACG AAGGAAACCG TCGCAATCCT GACTCGGTTC GAAGACGTCG
w b T K E T Vv A1 L TR F E D V E
AGAAGCTGGA TTGGGCAAGG ACAGCCTTCA CTAGTTCAGC TAAAGAGTTT
K L b wWAR TAFT S S A K E F
GTGAGCAGAT TCGGCGTCAG ATTAGCCTAG CATTTAGCAC AATTGCAATA
vV S R F G V R L A *
TTTAGAGTCC CGCAAAAGAC CAATAAAAGC CAACAGCAAA ACGGGTGGGT
GGTCGGGGAC ACAAACATTA TCACGTTGCG AGTTCATTAA TCTAATCTAG
AATTGGTGGA GCACACTACT
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(h)VBRC — cepa 77V-74814

101

151

201

251

301

351

401

451
501
551
601
651
701
751
801

851
901

AGTAGTGTGC
TCACACCCAA

GTCGCCTCAT
vV A S F
S P H
ATTCGAAAGT
F E S
S K V
TCTACATCAA
Y I N

C 1 A Y
ACAAACCCTG
T N P E
Q T L
GCTAGCCGAA
L A E
TAGCCTTTTT
A F L
CCTTTAACGA
P L T I
CTGCCTGGAG
C L E
AGTGGATAAC
woroT
GAAAAACTAG
E K L D
CGTGAGCCGA
V S R
TCCTTAGAGC
GTGGTCGGGG
AGAATTGGTG

TCCACTCGAA
CCCTTCATTT

TCACAGACAA

T D N
S Q T 1
GCATACGGCA
AY G S
H T A
CGCGGCGAAG
A A K

R R R
TTCTTACTCT

N P T L
GAAAACGGTA
E N G 1
GCCAGGGGCT
P G A
TTGGGATGTA
G M Y
AAGGCAATTT
K A 1 W
GAAGGAGACG
K E T
ATTGGGCCAG
W A R
TTTGGTATCC
F G I R
CTCGCAGAAG
ACACCAAGAT
GAGCACACTA

TAATTTGAGA
GACGTGATGA
Mol

TACATTTGAC
T F D
HL T
GCCAATTGGT
Q L V
AN W C
GTCAAAGCTT
V K A Y
S K L
TGGTGGAGTT
G G V
V E L
CCATTCCACT
1 P L
P F H C
TTGGCCAGAT
L AR W
W P D
TGCGCTGGTA
ALV
R W Y
TTACATGGCG
T W R
GAGATGTTCA
E M F M
TAGGGTGCGA
R V R
GGCAACGTTA
Q R Y
GTCGCAATCC
V A1 L
GACAGCGTTC
T A F
GTTTAGCGTA
L A *
GACAATATAA
TATTACGTTG
CT

GTACTTTTAA
TAGAACTAAT
E L 1

CCTGAAGCTG
P E A A
L K L
GTCTGCCGTC
S AV
L P S
ACCTCAGTAG
L S R

R S T F
A Q L
TGACGGAGTG
D G V
TGTCGACTTT
S T F
CGATGGTCTA
R W S M
CATGGGTATA
M G I
TGACACGTTT
T R F
ACGAGTGCTG
T S A A
ATCAATAATC

GACACCAGCA
TGAGTTCATT

CAAAGTTATA
ATTTAAAGAT
F K D

M
CTTTCCTTAG
F L R
L S L D
GTACGAGTCT
V R V F

* L E
TTGTAGTACC
v V P

L *
GAGATGTACC
E M Y L
TGAATTCTAC
E F Y
TGGACCCGAA
D P N
GGTGCTGACC
G A D Q
TGAGGATGTC
E D V
CTAGAGAATT
R E F
ACGATTGCAA

AAATGGGTGG
AATCCAATTT
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(i) VNEP — cepa TRVL 18462

101

151

201

251

301

351

401
451
501
551
601
651
701
751
801

851
901

AGTAGTGTGC
TCTTACCCAA

AGGCCTCTTT
A S F

T S M
TTTTGGTTTC
L V S
F W F H
CATTTTCCTG
HF P G

T G C
CAATCCCAGA
1 P D
CTCGCCGAAG
L A E E
GGCCTTCTTG
A F L
CGCTGACTAT
L T 1
TGTCTAGAGA
C L E K
CTGGATTACT
woroT
AGAAGCTCGA
K L D
GTGAGTCAAT
V S Q F
TTCAGAGTTC
GTCGGGGACA
TTGGTGGAGC

TCCACTCGAA
CCATTCAATT

CACAGACAAT
T D N
Q T 1
CCTACGGCTC
Y G S
P T A P
GCAGCGAAGG
A A K V
Q R R
ACTTACACTT
L T L
L H L
GAACCCAGTC
T Q S
E P S P
TCAGGTTACC
S G Y L
Q vV T
TTCTGATATA
S D 1
AGAATGGGAT
N G |
CCAGGAGCCG
P G A E
CGGTATGTAC
G M Y
AAGCCATCTG
Al W
AAAGAAACAG
K E T V
CTGGGCTAGA
W A R
TTGGTATCAA
G 1 K
AGCATTAAGC
CCAATAAAGC
ACACTACT

TAATTTGAAA
AACCGATGAT
Mol

ACATTTGATC
T FDP
H L I
CGAATTGGAG
E L E
N W S
TCAAAGCTTA
K A Y
S K L T
GGAGGCGTTA
G G V N
E A L
CATTCCACTG
1 P L
F H C
TGGCCAGATG
A R W
W P D G
GATCTCGTGA
D L V R
CACTTGGACT
T W T
AGATGTTCAT
M F M
AGGGTTCGGA
R V R R
GCAAAGATAT
Q R Y
TTACTATCCT
T 1 L
ACTGCATTTA
T AF T
ATTAGCGTAA
L A *
AACATAAGCC
AGGTAGCAAA

GTTCTATTAG
CGAACTAGTG
E L V

CAGAAGCTGC
E A A
Q K L L
TCGGCTATTG
S A1 V
R L L
CCTACGAAGG
L R R
Y E G
ACCTTGCTGT
L AV
T L L F
CCTGACTACG
P DY G
L T T
GGCACTTTAC
A L Y
HF T
GGACTACTTT
T T F
GATGGTGTTG
D G V A
GTCAACTTTT
S T F
GGTGGAGCAT
W s M
ATGGGCATTG
M G I G
AGCGCGGTTC
A R F
CCAGTTCAGC
S s A
CAATTCTCAT

AACAGCAAAA
TTCATAAATC

AACAGCTCAT
TTTAAAGATG
F K D E
M
TTATGTCAGA
Y V R
M S D
TTCGAGTCTT
R F

L 1 P
GACTTACCAT
LT I
D L P Y
CTGATTTGCC
L 1 CP

*
CATCGTTCCA
1 vV P
CAATGTACCT
MY L
ACGTTCTTCC
T F F P
GGACCCTAAT
D P N
GAGCTGATGA
A D D
GAGGATGTCG
E D V E
CAGAGAGTTC
R E F
AATTGCGATT

TGGGTGGGTG
TTATTTAGAA
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(j) VOSSA — cepa BT 1820
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AGTAGTGTGC
TGGACATCCT

GTTGCGTCAT
vV A S F
L R H
ATTCGAAAGT
F E S
S K V
TCTACATCAA
Y I N

cC 1 A Y
ACAAACCCTG
T N P E
GCTAGCCGAA
L A E
TAGCATTTTT
A F L
CCTTTAACGA
P L T 1
CTGCCTGGAG
C L E
AGTGGATAAC
w 1 T
GAAAAACTAG
E K L D
CGTGAGCCGA
vV § R
ATTAAGGGCC
TGGTAGGGGA
GAATTGGTGG

TCCACTCGAA
ACCCTACATT

TCACAGACAA

T D N
S Q T I
GCATACGGCA
AY G S
H T A
CGCGGCGAAG
A A K

S G Y
P VvV T
AATCCGATAT
S D 1
GAAAACGGTA
E N G 1
GCCAGGGGCT
P G A
TTGGTATGTA
G M Y
AAGGCAATTT
K A 1 W
TAAGGAGACG
K E T
ATTGGGCCAG
W A R
TTTGGTATCC
F G I R
TCTCAAGAGG
TACTAAGATT
AGCACACTAC

TAACTTGAGA
TAACCTATGA
Mo

TACATTTGAC
T F D
HL T
GTCAATTGGT
Q L V
V N W Y
GTCAAAGCTT
V K A Y

P F H C
TTGGCGAGAT
L AR W
W R D
TGCGCTGGTA
ALV
TTACATGGCG
T W R
GAGATGTTCA
E M F M
TAGGGTGCGA
R V R
GGCAACGTTA
Q R Y
GTCGCAATCC
V A1 L
GACAGCGTTC
T A F
GTTTAGCGTA
L A *
ACAATATAAG
ATCACGTTGC
T

GTACTATTGA
TAGAACTAAT
E L 1

CCTGAAGCTG
P E A A
L K L
ATCTGCCGTC
S AV

P D Y
L T T
GGGCTTTGTA
A LY
G L C 1
CGCTCAACTT
R § T F
TGACGGAGTG
D G V
TGTCGACTTT
S T F
CGATGGTCTA
R W S M
CATGGGTATA
M G 1
TGACACGTTT
T R F
ACGAGTGCTG
T S A A
ACAATACTCG

ATACCAGCAA
GAGTTCACTA

CGAAGTTCTA
ATTTAAAGAT
F K D

M
CTTTCCTTAG
F L R
L S L D
GTACGAGTCT
V. R V F

TTGTAGTACC
V V P
GAGATGTACC
E M Y L
TGAATTCTAC
E F Y
TGGACCCGAA
D P N
GGTGCTGACC
G A D Q
TGAGGATGTC
E D V
CTAGAGAATT
R E F
CGATTGCAAT

AACGGGTGGG
ATCTAACTTA
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(k) VGL — cepa FE-3 71H
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AGTAGTGTGC
TCACACCTAG

GAGACTTCTT
E T S F
R L L
ATTTAAGCCT
F K P
L S L
TCTACATCAA
Y 1 N
S T S M
CAACTGGTTT
Q L V S
N W F
CCATTTTCCT
H F P
1 F L
TCCACAGGTT
H R L
S T G C
CCTAGCCCAG
P S P D
GCTGGCCGAA
L A E
TGGCATTTTT
A F L
CCGCTCACAA
P L T I
ATGTCTAGAA
C L E
AATGGATAAC
woroT
GAAAAGCTCG
E K L D
TGTGAGTAAA
V S K
CAGAGCTCCG
CGGGGACACC
GTGGAGCACA

TCCACTCGAA
CCCTACATTT

TCGCTGACAA
A D N
S L T 1
ACCCATGGAT
T H G S
P M D
TGCGGCGAAG
A A K

S G Y
P VvV T
ACTCGAGCAT
S S 1
GAAAACGGAA
E N G 1
ACCTGGCGCC
P G A
TCGGAATGTA
G M Y
AAGGCCATTT
K A 1 W
TAAAGAGACA
K E T
ATTGGGCTAA
w A K
TTCGGAATCA
F G I R
CATAGAGCAA
AAGAAATTAG
CTACT

TAATTTGAAG
ATCCTGATGA
Mo

TACATTTAAT
T F N

R § W S
GTCAAAGCTT
vV K AY

P F H C
CTAGCAAGAT
L AR W
*
AGGTCTCGTA
G L V
TAACTTGGTG
T W C
GAAATGTTTA
E M F M
TAGAGTTCGG
R V R
GGCAACGATA
Q R Y
GTATCTATCC
VS 1 L
GACTGCATTT
T A F
GGTTAGCGTA
L A *
CACAAAACCA
ATGTAAGTTC

GTTCTTTTAT
TCGAACTAGT
E L V

CCGGAAGCTG
P E A A
R K L
GTCGTCTACT
S § T
R L L
ACCTGCGAAG
L R R

P DY

L T T
GGGCACTCTA

A LY

CGGGCTACTT
R A T F
TGATGGCGTA
D G V
TGTCAACTTT
S T F
AGGTGGACCA
R W T M
TATGGGTATT
M G 1
TTGCGCGTTT
A R F
ACAAGTGCAG
T S A A
AATTATATAA

CAGCACAATG
AGAGATAATA

CATAGCTTGT
GTTCAAAGAT
F K D

M
CTTTTGTCGC
F V A
L L S H
GTTCGAATCT
V R I F
F E S
GTCAGCGGAG
S A E
Q R S
TGCTTAATAC
L N T

TTGTCGTTCC
V V P
GCGATGTACC
A M Y L
TGCGTTCTTC
A F F
TGGACCCTCA
D P Q
GGTGCCGACG
G A D E
CGAGGACGTT
E D V
CAAGAGAGTT
R E F
TTGCGATACT

GGTGGGTGGT
TTAAGAATTG
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() VMAD — cepa BT 4075

101

151

201

251

301

351

401
451
501
551
601
651
701
751
801

851
901

AGTAGTGTGC
ATAGTTAGAC

GCCCTCATTT
P H L
P S F
TTATACCTAG
L Y L E
1 P R
TACATCAATG
T S M
Y I N A
ACTTGTTCTC
L F S
L V L
ATTTCCCTGG
1 S L E
F P G
CACAGAGTCT
T E S
H R V S
TAGTCCATAT
S P Y
TTGCCGAGAA
A E K
GCCTTTTTGC
A F L P
GCTGACCATC
L T 1
GTCTAGAAAA
L E K
TGGATACAGA
W 1 Q K
GTCGCTGGAT
S L D
TGGCCCAGTT
A Q F
TTTTCAGAGT
TGGGTGGTTG
GTATAGAATT

TCCACTCTAA
TTACTTTTGA

GCAGACAATA
Q T 1
A DN T
AAATGGAAGG
M E G
N G R
CGGCGAAGGT
R R R S
A K V
CTTACTCTTG
L L L
L T L G
AAACCAGTCC
T S P
N Q S
CCGGTTACCT
PV T *
G Y L
TCTGACAGAG
S DR D
GAATGGCATT
N G |
CTGGCTCCGA
G S E
GGAATGTACA
G M Y K
GGCGATATGG
Al W
AAGAGTATGC
E Y A
TGGGCTAGAA
W A R T
CGGAATCAAG
G I K
CCAGTAAATT
GGGACACGAA
GGTGGAGCAC

TCACTTGAAG
CGTGATGTCC

M S
CATTTAACCC
H L T R

F N P
GTATTGGAGG
Y W R
vV L E A
CAAAGCTTAC
K L T
K AY
GAGGGGTTAA
E G L T
G V N
ATTCCACTGC
F H C
I P L P
AGCACGATGG

A R W
ACATCGTCCG
1 V R
ACATGGTGCG
T W C D
AATGTTCATG
M F M
AGGTGCAGAG
V Q R
CAACGGTATG
Q R Y A
AGATATCAAC
D I N
CTGCTTTTAC
A F T
TTAGCGTAAT

L A *
AGGGCCAACA
CATTATTACA
ACTACT

GTTACTCTGG
GAACTAGAGT

E L E F
GGAAGCTCAG
K L S
E A Q
CTACTATTGT
L L L L
T 1V
TTGCACAGGT
C T G
L HR S
CCTTGCTGTG
L L C
L AV
CTGACTACGG
L T T D
D Y G
GCATTGTACC

A L Y L
GACCACTTTC
T T F
ATGGTGTAAC
G VvV T
TCCACATTTA
S T F R
ATGGGGCATG
W G M
CGGGCATCGG
G I G
GCGCGGTTCT
A R F S
AAGCACAGCC
S T A
ATCATTGAGC

AAAGATAACA
TACGTGAATT

AAGAGGTTTG
TTAAAGATGT
M C
K D V
TATGTCACAT
M S H
Y V T F
TAGAATCTTC
E S S
R 1 F
CGTCGGAGCA
R R S N
S E Q
CTTAATACCC
L1 P
L N T H
ACTTACCATA
L P Y
LT 1
TTATCGCCCC

1 AP
ATCGTGCCAA
1V P 1
AATGTATCTG
MY L
GGTTCTTCCC
F F P
GACCCTAAAT
D P K C
TGCAGACACG
A DT
CAGTCGTTGA
V V E
AGAGAGTTCG
R E F V
ACAGTTGCAA

GCAAAATGGG
CATTTATCAG
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(m) VVIN — cepa 75V-807
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AGTAGTGTGC
TACCCAGCCT

CCGTCATTCA
P S F T
R H S
CGAAAGTGTA
E S V
K VY
ACATCAACGC
I N A
T S TQ
CTGGTTTTCC
L V F L
W F S
TTTCCCCGGA
F P G

T G F R
AACCCTGAGT
N P E S
GGCCGAAGAG
A E E
CGTTTTTGCC
F L P
TTGACGATCG
L T 1 G
CCTCGAGAAG
L E K
GGATTACCAA
1 T K
AAGCTAGATT
K L D W
GATCCAATTT
1 Q F
TCTTAAAGTC
GGTGGTAGGG
AAGAATTGGT

TCCACTTGAA
TTCACTTGTC

CAGACAATAC
D N T

Q T I H

TACGGCCAAC

Y G Q Q
T A N

AGCGAAGGTC
A K V

V T S
CAGATATCGC
D I A
AACGGTATTA
N G I T
TGGTGCAGAG
G A E
GGATGTATAG
M Y R
GCAATTTGGC
A1 W Q
GGAGACCGTT
E T V
GGGCCCGGAC
AR T
GGTATACGCT
G I R L
TCGCAAATGG
GAAACGAATA
GGAGCACACT

TAACTTGAAG
GTTATGATAG
M 1 E

ATTTGACCCG
F D P
L T R
AATTGGTGGC
L V A
N W wW P
AAAGCTTACC
K A Y L
K L T
TGGTGTTAAC
G V N
vV L T
TTCCACTGCC
P L P
F H C L
TCGAGATGGG
S R W A
R D G
TCTGGTCCGA
L V R
CCTGGAGGGA
W R D
ATGTTTATGT
M F M S
GGTCCGACGG
V. R R
AACGGTACAT
R Y M
GCAATCCTGA
Al L T
AGCGTTCACA
A F T
TAGCTTAATA
A *
AGACAACATA
TATCAGGTTG
ACT

ACCTTGAACG
AACTAATCTT
L I F

GAAGCTGCTT
E A A F
K L L
CGCTGTCGTC
AV V
L S S
TCAGAAGGTC
R R S
S E G Q
CTTGCGGTAC

P C 1 *
TCAACTTTTG
S T F V
CGGAGTGGAA
G V E
CTACTTTTGA
T F E
TGGTCAATGG
W S M D
GGGAATAGGA
G 1 G
CGCGTTTCGA
R F D
AGTGCAGCTA
S A AR
TCCATAATAA

AGCCAACAGC
TGTAATTCAT

AGCTTATTGA
TAAAGATGAA
K D E

M N
TTCTTAGATT
L R F
F L D S
CGAGTCTTCT
R V F Y
E S S
AAGAGAACTC
R E L
E N S
TTAACACACA
N T H
L T H 1
CTCACGATCC
L T I H
S R S
AATAGCGACT
I AT

TCGTGCCACT
V P L
ATGTACTTAG
M Y L A
GTTCTACCCT
F Y P
ACCCCAACTG
P N C
GCTGACCAGT
A D Q W
CGCAGTGGAA
AV E
GAGAGTTCGT
E F V
CAATTGAAGT

AAAACGGGTG
GAACTATATT
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(n) VRES — cepa TRVL 51144

1 AGTAGTGTGC TCCACTCGAA TAACTTGAAG GTTTGTTCGA GGAGGTTCTT
51 TGATATTCAG ACCTTCACCT GTCATGATCG AACTAATCTT TAAAGATGTG
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M I E

GCCTCATTCA CAGACAATAC ATTTGATCCA

A S F T
P H S
TGAGAGTGCT
E S A
R V L
ACATCAATGC
I N A
T S M L
CTGGTTTCAC
L V S L
W F H
TTTCCCGGGA
F P G
S R E
ATCGGTTATC
R L S
1 G Y Q
AGCCCTGAGT
S P E S
GGCCGAAGAG
A E E
CCTTCTTGCC
F L P
CTTACGATTG
L T I G
CCTTGAGAAA
L E K
GGATTACGAA
1 T K
AAGCTTGATT
K L D W
GAGCAGCTTC
S S F
TTTAGGGTTC
GTAGGGGACA
ATTGGTGGAG

D N T
Q T I H
TACGGGTCTC
Y G S Q

vV T *
CAGATATTGG
D 1 G
AATGGTATTA
N G I T
GGGAGCTGAG
G A E
GTATGTATAG
M Y R
GCAATTTGGC
A1 W Q
GGAGACGCTC
E T L
GGGCAAAAAC
A K T
GGAATCCGGT
G I R L
CGTATAAGGC
CCAAGATAAG
CACACTACT

F DP
L 1 Q
AATTGGAATC
L E S
N W N P
AAAGCTTACC
K A Y L

F H C L
GCAAGATGGG
A R W A

TCTGGTGCGA
L V R
CTTGGAGCGA
W S D
ATGTTTATGT
M F M S
GGTACGAAGG
V. R R
AGCGCTACAT
R Y M
GCTATCCTGA
Al L T
AGCCTTCACC
A F T
TAGCTTAAAC

A *
CAATAAAAAC
CAGATAGTAA

L I F

GAAGCTGCTT
E A A Y

TCTACTTTCA
S T F 1
CGGGGTGGGT
G V G
CAACTTTCGC
T F A
TGGTCCATGG
wW S M D
GGGAATAGGC
G 1 G
CGCGGTTTGA
R F E
AGTGCAGCTA
S A AR
CATTAATAAT

CACAGCATAA
GTTCACGAAT

K D V
MW
ATCTCAGATT
L R F
I S D L
CGAGTCTTCT
R V. F Y
E S S
ATCGGAACTT
S E L
R N F
TTAACACGCA
N T H
L T R 1
CTTACCTTAC
L T L H
L P Y
GATACGGCCT
I R P

TAGTACCCCT
V P L
ATGTACCTTG
M Y L A
ATTCTACCCG
F Y P
ACCCTAACTG
P N C
GCTGATCAGT
A D Q W
AGACGTCGAA
D V E
GAGAGTTTGT
E F V
AATTGCAGTT

TGGGTGGGTG
CTTATCTAGA
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Figura 13 — Sequéncias nucleotidicas do segmento P-ARN dos 13 virus

protétipos pertencentes ao grupo C e da amostra BeH 5546. Letras em caixa

alta representam as sequéncias aminoacidicas para os genes N e NSs. Os

codons de iniciac&o e terminalizagc&o estédo representados por metioninas (M) e

estrelas, respectivamente.
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Tabela 6 - Segmento P-ARN dos virus do grupo C

Nucleotideos Nucleotideos / Aminoacidos

Virus Total 5'RNC 3'RCN A+U (%) N NSs
Apeu 916 76 135 57,5 705 /234 297 /98
Nepuyo 918 75 138 55,2 705/234 297 /98
Gumbo Limbo 915 76 134 54,9 705/ 234 276 / 91
Marituba 917 75 137 56,9 705/ 234 297 /98
Oriboca 920 75 140 53,3 705/ 234 297 /98
Murutucu 924 75 144 53,6 705/234 297 /98
Restan 919 73 141 54 705/234 276/ 91
Caraparu 922 76 141 54,1 705/234 297 /98
Bruconha 922 76 141 541 705/ 234 297 / 98
Ossa 921 76 140 54,2 705/ 234 297 /98
ltaqui 920 76 139 53,4 705/234 297 /98
Vinces 923 74 145 53,5 705/ 234 297 /98
Madrid 926 74 147 53,8 705 /234 276/ 91

RNC: regiao nao codificante; N: gene codificador da possivel proteina estrutural de nucleocapsideo; NSs: gene codificador da possivel

proteina nao estrutural NSs; A+U (%): percentual de adenina e uracila.
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34 O SEGMENTO M-ARN DOS VIRUS DO GRUPO C: SEQUENCIA
NUCLEOTIDICA PARCIAL DO GENE Gn.

A sequencia nucleotidica de 345nt foi obtida para o segmento M-
ARN de sete virus protétipos do grupo C (VAPEU, VMTB, VORI, VMUR, VRES,
VCAR e VITQ) e para a cepa Be H 5546 mediante o sequenciamento dos
clones selecionados contendo os respectivos fragmentos. As sequéncias
mostraram consideravel homologia com a sequencia parcial do gen Gn de
outros ortobunyavirus localizado no primeiro terco do segmento genémico M
desses virus e corresponderam as posi¢des nucleotidicas de 193-573, 168-513
e 259-602 em comparagdo com a mesma regido de membros representativos
dos grupos California (virus La Crosse), Simbu (virus Oropouche) e
Bunyamwera (virus Bunyamwera). As sequéncias nucleotidicas parciais do
segmento M-ARN obtidas para os virus do grupo C encontra-se sumarizadas

na Figura 14.



(a) VAPEU — cepa BeAn 848

1 ACCAAATTCT ATAGAAGTTA CATTGTCGCA GACTGGAGTG ATTGTCACCC

T K F Y

R S Y

I VvV A

D W S D

C H P

51 AGTAGAAGTC GCTAATGGCC CAATCATGAT ATTTAACCCT GGAAACGATC

101

151

201

251

301

vV E V
TGATGTTAAT
M L 1
TTAGATAGGG
L D R D
CTTTGAGGTC
F E V
CCACATATTC
T Y S
TCAAAGAGCT
S K S L

(b) VCAR - cepa

51

101

151

201

251

301

ACGAAATTCT
T K F Y
TGTAGAAGTC
vV E V
TAATGTTAAT
M L 1
TTAGATAGGG
L D R D
CTTTGAAGTC
F E V
CCTCATATTC
S Y S
TCAAAGAGCC
S K S L

AN G P
ACCAGAAACA
P E T
ATGAGGCTGA
E A E
ATGGGGACTA
M G T T
CCTTGATCAC
L D H
TAAACTTCCA
N F H

BeAn 3994

ACAGAAGCTA
R S Y
GCTAATGGCC
AN G P
ACCAGAGACA
P E T
ACGAGGCTGA
E A E
ATGGGCACTA
M G T T
CCTTGAACAC
L E H
TTAACTTCCA
N F H

I M 1
TATGCTTGCC
Y A C R
GGTAATCTTA

vV 1 L
CAACAGCTAC

T A T
ACTTGTGAGC
T C E H
TGCTTGCTTC

A C F

TATTGTTTCA
I v S
CCATCATGAT
I M 1
TATGCTTGCC
Y A C R
AGTCATATTG
vV 1 L
CAACGGCTAC
T A T
ACATGTGAGC
T C E H
TGCATGCTTC
A C F

F N P
GCGCAGATTG
A D C
CATTCTGATA
H S D K
ACGCTGGTTC
R W F
ACATACAAGT
1 Q V
AACCAACATA
N Q H M

GACTGGAGTG
D W S D
CTTTAATCCA
F N P
GAGCTGATTG
A D C
CATTCTGATA
H S D K
ACGATGGTTC
R W F
ACATTCAAGT
1 Q V
AATCAACATA
N Q H M

G N D L
CTCTCTCACG
S L T
AACTAAATCA
L N H
CAAGGTAGCA
Q G S T
TACATGTGGA
T C G
TGTCA
S

ACTGTCATCC
C H P
GGTAGCGATC
G S D L
TTCTCTTACA
S L T
AATTAAATAA
L N N
CAAGGCAGCA
Q G S T
CACATGTGGT
T C G
TGTCA
S
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Figura 14 — Sequéncias nucleotidicas parciais do gene Gn, segmento M-ARN

(345 nt) obtidas para sete protétipos virais do grupo C e para a amostra BeH

5546.

Letras em caixa alta correspondem a sequéncia de aminoacidos

transcritas a partir das sequéncias nucleotidicas.

continua.



(c) VCAR — cepa BeH 5546

1 ACGAAATTCT ACAGAAGCTA TATTGTTTCT GACTGGAGTG ACTGTCATCC
T K F Y R S Y I Vv S D W S D C H P
51 TGTAGAAGTC GCTAATGGCC CAATCATGAT CTTTAATCCA GGTAGCGATC
vV EV A N G P I M 1 F NP G S D L
101 TTATGTTAAT ACCAGAGACT TATGCTTGCC GAGCTGATTG TTCTCTTACA
ML 1 P ET Y ACIR A DC S L T
151 TTAGATAGGG ACGAGGCTGA AGTTATATTG CATTCTGATA AATTAAATAA
L D R D E A E V 1 L H S D K L N N
201 CTTTGAAGTC ATGGGCACTA CAACGGCTAC ACGATGGTTC CAAGGCAGCA

251 CCTCATATTC CCTTGAGCAC ACATGTGAGC ACATTCAAGT CACATGTGGT

F E V

S Y S

M G T T

L E H

T A T

T C E H

R W F

1 Q V

Q G S T

T C G

301 TCAAAGAGCC TTAACTTCCA TGCATGCTTC AATCAACATA TGTCA

S K S L

N F H

(d) VITQ — cepa BeAn 12797

1

51

101

151

201
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301

ACAAAGCTTT
T K L Y
TGTGGAGACA
vV E T
TAATCCTAAC
I L T
TTAGACAAAG
L D K E
TTATGAGGTT
Y E V
CGAGTTATTC
S Y S
TCTAAGACTC
S K T L

ACAGATCATA
R S Y
GCCAACGGCC
AN G P
ACCTAAGACA
P K T
AAGAGGCAAC
E A T
ATGGGTACGA
M G T T
ACTTGACCAT
L D H
TGAATTTTCA
N F H

(e) VMTB — cepa BeAn 15

1

51

101

151

201

251

301

ATAAAGCCTT
I K P Y
CATAGAGTCA
1 E S
GAATGCTCGT
M L V
TTAGACAAGG
L D K E
TTATGAAATT
Y E 1
CGATTTATTC
I Y S
TCTAAGTGTC
S K C L

ACAGGTCGTA
R S Y
GCAAACGGAT
A N G S
AACTAAATCT
T K S
AAGAAGCCAC
E A T
ATGGGGACAA
M G T T
ACTAGAGCAG
L E Q
TCAGTTTTCA
S F H

A C F

CATAGTAAGC
I v S
CGATCATGAT
I M 1
TACGCTTGTA
Y A C R
AATCATCCTA
1 1 L
CAACAGCAAC
T A T
ACTTGTGAAC
T C E H
TGCATGCTTC
A C F

CATTGTAAAA
I Vv K
CAATCATGGT
I MV
TACGCATGTA
Y A C R
AATAATCCTG
1 1 L
CTACAGCGTC
T A S
ACATGCGAAC
T C E H
TGCCTGCTTT
A C F

N Q H M

GATTGGTCTG
D W S E
TTTTCAGCCA
F Q P
GGATGGACTG
M D C
CATTCCGACA
H S D K
TAGATGGTTC
R W F
ATATCCAAGT
1 Q V
AATCAACATA
N Q H M

GAATGGTCTG
E W S E
AATCGAGCCC
1 E P
GAGTGGACTG
V D C
CATACCGATA
H T D N
TAGGTGGTTT
R W F
ATCTCCAAGT
L Q V
AATCAGCATA
N Q H M

S

AGTGTAACCC
C N P
AACAACGAGT
N N E L
TACTATTTCC
T I S
AACTGAATCA
L N H
CAGGGGAGCA
Q G S T
GACTTGTGGA
T C G
TGTCA
S

AATGCAATCC
C N P
ACTAACGATG
T N D G
TGCTATTACC
Al T
ACTTTAATAA
F N N
CAGAGTACCA
Q S T T
AACTTGCGGC
T C G
TGTCA
S
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(f) VMUR — cepa BeAn 974
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S F H

(g) VORI — cepa BeAn 17
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(h) VRES — cepa TRVL 51144

1 ATAAAGCCCT ATAGAAAGTA TATAGTAAAG GAGTGGCATG AGTGTAACCC
I K P Y R K Y I VvV K E W H E C N P Gene Gn

51 TAAGGAGAGA GCAAACGGTC CGATCATGGT TATAGAGCCT ACCAACGATG
K E R A NG P I MV I E P T N D G Gene Gn

101 GCATGCTAGT ATCAAAAGCA TATGCATGCA GCGTGGATTG CGCTCTAACC
MLV S KA Y ACS VDO C AL T Gene Gn

151 TTAGATAAGG ATGAAGCTTC GATAATCCTG CATACAGATA ACTTCAATAA
L D K D E A S 1 1 L H T D N F N N Gene Gn

201 CTATGAGTTC ATGGGGACTA CTACAGCGTC GAGGTGGTTC CAGAGCACTA
Y E F M G T T T A S R W F Q S T T Gene Gn

251 CCATATATTC ACTAGAACAG ACTTGCGAGC ATCTACAAGT GACATGCGGG
I Y S L EQ T C E H L Q V T C G Gene Gn

301 TCAAAGTGTC TGCACTTTCA TGCCTGCTTT AACCAGCATA TGTCA

S K C L H FH A C F N Q H M S Gene Gn
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Figura 14 — Sequéncias nucleotidicas parciais do gene Gn, segmento M-ARN
(345 nt) obtidas para sete protétipos virais do grupo C e para a amostra BeH
5546. Letras em caixa alta correspondem a sequéncia de aminoacidos

transcritas a partir das sequéncias nucleotidicas.

3.5 RELACAO GENETICA ENTRE OS VIRUS DO GRUPO C

Analise das sequéncias nucleotidicas obtidas para o gene N
(segmento P-ARN) dos virus do grupo, evidenciou diferentes percentuais de
homologia variando de 69,6% a 99,3%. As sequéncias aminoacidicas
transcritas a partir das sequéncias nucleotidicas, mostraram maior grau de
homologia com percentuais que variaram entre 74,0% 99,6%. Para o
segmento P, os virus do grupo C estabeleceram pares genéticos especificos
entre os VAPEU~VMTB, VORI <-+VMUR, e VCAR <« VITQ, com percentuais
de identidade nucleotidica de 94,2%, 95,5% e 95,0%, respectivamente. O
VBCR apresentou 99,3% de identidade nucleotidica com o VCAR, nao

podendo ser distinguido geneticamente deste ultimo. O VMAD apresentou o
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menor grau de relacionamento genético com os demais virus do grupo C
variando de 69,6% a 72,6 %, tendo sido considerado o virus geneticamente
mais distinto (Tabela 7). As analises genéticas do segmento P para amostras
do VORI isolados de diferentes localidades e hospedeiros (humanos,
camundongos sentinelas e artrépodes) mostraram baixa divergéncia
nucleotidica que variou de 0-1,4%. Para as amostras do VMUR, encontrou-se
divergéncia entre suas sequéncias de nucleotideos de 0,4 a 1,4%, enquanto
que para amostras referentes ao virus VNEP, os valores determinados
situaram-se entre 0,6% a 1,0%. A cepa BeAn 346113 mostrou homologia de
98,9% com o protétipo do VITQ BeAn 12797. Para o VCAR, todas as amostras
analisadas mostraram resultados dentro do esperado, com divergéncia
nucleotidica entre 0,3% e 1,0%, exceto para a cepa BeH 5546 que evidenciou
divergéncia média de 21,1% com as amostras do VCAR, por outro lado alto
grau de homologia (entre 95,9 e 96,5%) com o segmento P-ARN das amostras
do VORI (Tabela 8).

Em relacdo ao gene Gn (segmento M-ARN), a analise das
sequéncias parciais (345 nt) obtidas para os sete prot6tipos virais do grupo C e
para a amostra BeH 5546, evidenciou graus de homologia para suas
sequéncias nucleotidicas e aminoacidicas variando de 62,3% a 98,3% e de
64,3% a 100%, respectivamente, havendo formacdo de pares genéticos
especificos entre os VMTB <« VMUR, VORI « VITQ e VAPEU «-VCAR. A
cepa viral Be H 5546 evidenciou 98,3% de homologia com a sequéncia

nucleotidica da amostra prototipo do VCAR Be An 3994 (Tabela 9).



73

Tabela 7 — Relagao genética dos virus do grupo C baseado na sequéncia nucleotidica do gene N, segmento P-ARN

Identidade nucleotidica (%)
Virus* | VAPEU VMTB VMUR VORI VCAR VITQ VBCR VGL VMAD VNEP VOSSA VRES VVIN
VAPEU e 94,2 80,6 826 755 755 757 826 76,6 90,1 75,6 81,0 76,5
VMTB 98,7 *** 80,3 81,8 756 749 756 824 76,5 91,1 75,9 80,9 75,6
VMUR 88,9 89,8 e 95,5 84,3 826 841 776 726 82,1 83,4 91,1 81,8
VORI 90,2 89,4 97,9 *** 82,7 814 827 786 735 84,0 82,6 90,9 81,6
VCAR 87,2 86,4 91,5 92,8  *** 95,0 99,3 756 69,8 75,9 97,9 83 86,4
VITQ 86,0 85,5 90,2 911 97,9 *** 95,3 75,7 699 75,3 94,8 81,7 89,8
VBRC 87,2 86,4 91,5 92,8 99,6 97,9 b 75,6 69,8 75,7 97,9 82,7 87,0
VGL 89,4 88,5 855 86,8 84,3 834 84,3 78,6 86,1 76 79,4 76,2
VMAD 79,1 78,3 76,2 77,0 745 74,9 745 77,4 o 77,7 69,6 72,9 70,8
VNEP 96,6 95,7 89,8 90,2 86,8 85,5 86,8 90,2 79,1 o 75,6 82,3 76,3
VOSSA 86,8 86,0 911 92,3 91 97,4 99,1 84,3 74,0 86,4 o 83,4 86,8
VRES 88,9 88,1 96,2 96,2 92,8 91,1 92,8 86,8 76,6 89,4 92,3  *** 82,4
V VIN 83,8 83,8 88,1 88,5 93,2 93,6 93,2 82,1 74,9 84,3 93,6 87,7 ***
Identidade aminoacidica (%)

As areas sombreadas em cinza representam os pares genéticos formados entre os VAPEU «— VMTB, VMUR < VORI,
VCAR « VITQ. Os valores negritados em azul correspondem as identidades nucleotidicas e aminoacidicas entre os VCAR

e VBCR. * Virus protdtipos.
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Tabela 8 — Relagao genética dos virus do grupo C baseado na sequéncia nucleotidica do gene N, segmento P-ARN para

cepas dos VORI, VMUR, VNEP, VCAR.

Identidade nucleotidica (%)
VCAR VITQ VMTE WWUR YNEP VORI
190863 QU 212 299739 Be H 5546 Be An 30947 346113 12797 | 253481 186247 H 119190 Be An 1571QT 9891 |IQU 126 257944 Be An 974710709 275424 226308 184627 263748 246814 142102 LCYP 217 Be An 17"
WVCAR |BeH 190 863 | 997 993 817 99.4 952 %49 755 756 (762 755 241 838 833 & 759 762 763 757 (821 824 318 818 824
QL 212 03 990 8186 99.3 950 948 758 (T5T7 (763 756 840 837 837 840 759 762 763 757 (820 823 mT 817 823
Be Ar299739 |0.7 1.0 816 99.3 98 Mg 757 759 (763 759 841 838 838 &1 7162 762 763 760 (823 826 820 820 826
Be H 5546 212 213 214 82.1 809 814 1313 36 813 314 936 935 933 939 837 838 833 840 959 965 952 952 96.5
Be An3994" |06 07 07 206 950 950 758 759 78D 756 843 840 840 843 60 763 765 759 [824 827 821 81 827
YITQ |Be An 346113 |50 51 54 222 5.1 989 |750 (753 750 7510 824 823 821 823 57 758 759 755 (804 B10 803 803 810
Be An 12797 |53 55 53 215 52 1.1 9 752 748 744 827 826 824 826 756 757 757 753 809 &14 807 807 814
WMTB |Be An 258481 (300 298 205 217 298 06 308 996  99.0 996 803 807 801 803 904 902 905 908 (813 &6 T 817 816
Be AR 186247 208 298 203 213 293 301 303 |04 99.3 99.4 804 806 800 807 904 902 905 9089 (816 818 820 820 818
BeH 119190 |289 287 287 217 29.1 05 308 10 0.7 99.0 803 804 799 806 896 895 898 902 (813 &6 T 817 816
Be An 157 00 298 293 215 298 306 308 |04 06 1.0 80,1 804 800 803 905 904 906 911 |16 818 820 820 818
WIUR |IQT 9891 179 18.1 179 67 177 201 197 (232 230 (232 233 996 996 987 818 818 818 820 |M6 952 939 939 952
QU 126 183 184 183 69 18.1 203 199 (226 228 (230 230 04 994 986 820 820 820 821 M6 952 939 939 952
BeH257944 183 184 183 70 18.1 204 201|233 235 (237 235 04 06 98.7 817 817 817 818 (M3 949 936 936 949
Be An974* |78 18.1 179 64 177 203 199 (231 225 (227 231 1.3 14 1.3 820 820 820 821 (M9 955 942 9472 955
WNEP |Be An 10709 (203 293 288 185 29.1 294 296 (104 104 (112 102 209 07 #1207 Mt 994 989 991 (833 837 834 834 837
Be An 275424 |289 283 288 183 287 293 294 (105 105 (114 104 209 07 #1207 06 ™ 991 990 (831 835 (333 833 835
Be AR 225808 287 287 287 183 285 203 (295 102 102 (110 100 209 207 211 207 11 09 993 (831 835 833 (833 835
TRVL 18462" 206 296 291 181 293 209 301 197 97 105 95 207 205 208 205 09 10 07 835 840 837 837 340
VORI |Be An 263748 (205 207 203 42 20.1 228 222 (M8 (M4 |18 214 56 56 59 ot 190 192 182 187 = 994 991 9941 99.4
Be Ar 246614 1201 203 198 36 197 220 (214 (114 M0 [214 210 50 50 A8 47 185 187 187 181 |06 986 986 100.0
BeH142102 209 211 207 50 205 230 (224 (n2 208 |22 203 64 64 67 6.1 185 190 180 185 (09 14 100.0 98.6
LCVP 217 209 211 207 50 205 230 224 (112 08 N2 203 64 64 67 6.1 185 180 180 185 (09 14 0.0 98.6
Be An 17" 201 203 198 36 197 20 214 (14 M0 214 210 50 5.0 53 47 185 187 187 181 |06 0.0 14 14
Divergéncia nucleatidica (%)

* Protétipos virais; *** 100% de homologia. Valores indicados em percentuais localizados acima e abaixo dos asteriscos correspondem a
indentidade e divergéncia nucleotidica, respectivamente. Valores em vermelho: homologia da cepa viral BeH 5546 com amostras do VCAR; valores

em azul: homologia da amostra BeH 5546 com cepas do VORI.
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Tabela 9 - Comparagao entre as sequéncias nucleotidicas e aminoacidicas para as sequéncias nucleotidicas do segmento

M-ARN, gene Gn dos virus do grupo C.

Identidade nucleotidica (%)
Virus VMTB VMUR VITQ VORI BeH5546 VAPEU VCAR VRES V VIN
VMTB (BeAn 15) e 88,7 759 733 64,9 62,3 64,6 79,7 70,4
VMUR (BeAn 974) 95,7 e 71 69,6 66,1 69,3 66,1 85,2 67,5
VITQ (BeAn 12797) 70,4 70,4 e 86,7 69,9 70,4 70,7 71,6 78,3
VORI (BeAn 17) 70,4 68,7 96,5 e 71,3 72,5 71,6 69,9 78
BeH 5546 65,2 66,1 80 80,9 e 87 98,3 66,7 82,3
VAPEU (BeAn 848) 64,3 67 80,9 791 95,7 o 87,2 71 77,1
VCAR (BeAn 3994) 65,2 66,1 80 80,9 100 95,7 e 67,2 83,2
VRES (TRVL 51144) 88,7 91,3 66,1 66,1 65,2 64,3 65,2 o 66,4
V VIN (75V-807) 69,6 71,3 826 835 89,6 87,8 89,6 67,8 b
Identidade aminoacidica (%)

Areas sombreadas em cinza correspondem as identidades nucleotidicas e aminoacidicas para os pares genéticos estabelecidos entre VMTB «
VMUR, VITQ < VORI, VCAR < VAPEU. Valores em vermelho e azul correspondem as identidades nucleotidicas e aminoacidicas entre a cepa

BeH 5546 e os VCAR e VORI, respectivamente.
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3.6 ANALISE FILOGENETICA

A analise das sequéncias nucleotidicas para os 13 virus protétipos
pertencentes ao grupo C dos arbovirus utilizando modelos filogenéticos foi
realizada com o objetivo de estabelecer a relagdo genética entre esses virus e
destes com outros ortobunyavirus. As arvores filogenéticas construidas pelos
métodos de NJ e de MP evidenciaram topologias semelhantes mostrando
valores de bootstrap consistentes. A analise filogenética comparativa dos virus
do grupo C com outros ortobunyavirus pertencentes aos grupos Simbu,
California e Bunyamwera, tendo como base o segmento P-ARN, gene N,
evidenciou que os membros do grupo C constituem um grupo monofilético, ou
seja, virus que compartilham ou foram originados de um ancestral comum,
sendo geneticamente mais relacionados aos virus do grupo Simbu, tais como
os virus Oropouche, Aino, Akabane e Tinaroo.

Os virus do grupo C foram distribuidos em trés grupos filogenéticos
principais denominados | (VCAR, VBRC, VOSSA, VITQ e VVIN), Il (VMUR,
VORI e VRES), e lll (VAPEU, VMTB e VNEP). O virus VMAD, por ter sido
geneticamente o mais distinto, posicionou-se fora dos trés grupos acima
mencionados, no entanto apresentou relacionamento genético forte o suficiente
para permanecer dentro do grupo filogenético que encerra os virus do grupo C
(Figura 15). A arvore filogenética construida para as amostras dos VORI,
VCAR, VITQ, VMUR, VNEP e VMTB, mostraram resultados esperados, onde
as mesmas se relacionaram com seus respectivos protétipos virais,
excetuando-se a cepa BeH 5546 do VCAR, que pela analise do segmento P-

ARN foi associada ao VORI (Figura 16).
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Figura 16 — Analise filogenética das amostras dos VORI, VMUR, VITQ, VCAR,

VMTB e VNEP isolados de diferentes hospedeiros e areas geograficas. H:

corresponde a amostras isoladas de humanos. Percentuais de bootstraps

obtidos para os meétodos de MP e NJ,encontram-se dentro e fora dos

parénteses, respectivamente. Membros do grupo Simbu foram utilizados como

grupos externos para enraizamento da arvore. A escala representa 10% de

divergéncia nucleotidica.
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Os resultados obtidos pela analise das sequéncias nucleotidicas
parciais do gene G (M-ARN) para oito virus do grupo C, evidenciou diferengas
topoldgicas entre as arvores filogenéticas construidas para o segmento P e M.
Observou-se a troca dos pares genéticos entre os VPEU, VMTB, VORI, VMUR,
VCAR, VITQ, VRES e a cepa BeH 5546. A analise pelo método de MV mostrou
que, independente do modelo evolutivo selecionado, as topologias geradas
pelos métodos de NJ e MP para um determinado segmento gendmico foram
significativamente mais provaveis do que a topologia competitiva utilizando o
outro segmento (P<0.001). Estes resultados indicaram que as topologias
obtidas para os segmentos P e M foram diferentes, sugerindo que cada

segmento de ARN apresentou uma historia evolutiva diferente (Figura 17).
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Figura 17 — Filogenia dos segmentos P (a) e M (b). Valores de bootstraps
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obtidos para os métodos de MP e NJ encontram-se localizados dentro e fora
dos paréntesis, respectivamente. Os numeros exibidos nas barras em a e b

representam 5% e 10% de divergéncia nucleotidica, respectivamente
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3.7 RELACAO ENTRE DISTRIBUICAO GEOGRAFICA E A GENETICA DOS
VIRUS PERTENCENTES AO GRUPO C.

A arvore filogenética construida para os virus do grupo C
utilizando as sequencias nucleotidicas para o segmento P-ARN mostrou que
virus oriundos de regides geograficas distintas, tais como Brasil, Panama,
Trinidad, Equador e Estados Unidos, podem compartilhar o mesmo grupo
genético, ou assumir posicionamentos diferentes dentro da topologia da arvore

filogenética (Figura 18).

Bruconha 77V-74814 (Brasil) | ]
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Figura 18 — Arvore filogenética construida para o segmento P-ARN (gene N)
dos virus do grupo C isolados de diferentes localidades das Américas. Valores
dentro e fora dos parénteses indicam os percentuais de bootstrap obtidos para
os métodos de MP e NJ, respectivamente. Os virus do grupo Simbu foram
utilizados como grupos externos para enraizamento da arvore. A escala

representa 10% de divergéncia nucleotidica.
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3.8 MODELO HIPOTETICO DE REARRANJO GENETICO DOS VIiRUS DO
GRUPO C.

Como resultado da associagdo dos achados genéticos para os
segmentos gendmicos P-ARN e M-ARN aos dados antigénicos previamente
descritos para os virus do grupo C (Shope & Cousey, 1962; Shope et al.,
1988), estabeleceu-se um modelo hipotético, que a partir da co-infecado de
células de hospedeiros vertebrados e/ou invertebrados, sugere a geragao de
progenies virais apds o rearranjo de seus segmentos genémicos no interior da
célula infectada. Os virus resultantes compreendem duas progenies com
material genético idéntico aos virus parentais e seis progenies cujos materiais
genéticos sao diferentes entre si e em relagédo aos virus parentais que cederam
seus segmentos de ARN (Figura 19). A aplicagdo deste modelo nos permitiu
sugerir que os virus rearranjados rG1TM1P2 e rG2M2P1 sao provavelmente as
progenies virais envolvidas no mecanismo de rearranjo genético dos virus do
grupo C como um produto da troca de segmentos de ARN entre dois virus
parentais (Figura 20).

Em relagdo aos demais ortobunyavirus, o modelo idealizado para
os virus do grupo C foi capaz de sugerir possiveis padrbes de rearranjo
genético para os virus Jatobal (grupo Simbu) e Ngari (grupo Bunyamwera)
tendo como base informagdes genéticas a respeito dos seus segmentos P-
ARN, M-ARN e G-ARN (Saeed et al., 2001; Gerrard et al., 2004). Ambos os

virus foram identificados como progenies do tipo rG1M2P1 (Figura 21).
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Virus Parental (W 1) Virus Parental (W2)

Célula
hospedeira

Vi rGIMIP2  rGIM2P1  rG1M2P2 V2 rG2M2P1  rG2MI1P2  rG2M1P1
(GIMIP1) (GIM2P3)

Figura 19 — Modelo hipotético de rearranjo viral para os virus do grupo C. (I) Co-infecgdo de uma célula hospedeira
(vertebrados ou invertebrados); Il. Multiplicagdo do genoma viral; (lll) Rearranjo dos segmentos de ARN; e (IV) Possiveis

linhagens virais apos o rearranjo dos segmentos de ARN gendmicos.
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Figura 20 — Possiveis padroes de rearranjo genético: (a) Padrdo de rearranjo para os virus do grupo C comparando o

relacionamento antigénico pelos testes de FC, IH e N, ao genético baseado nas sequéncias obtidas para os segmentos P-

ARN e M-ARN. (b) Padrao de rearranjo para a cepa viral BeH 5546. V1: virus parental 1; V2: virus parental 2; rGTM1P2,

rG2M2P1 e rG1M2P1: possiveis progénies virais fruto do processo de rearranjo genético entre os virus do grupo C.
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Simbu Bunyamwera
V1 (Oropouche) V2 (2)
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Figura 21 — Possiveis padrdes de rearranjo genético para outros ortobunyavirus: (a) Virus Jatobal (Orthobunyavirus, grupo
Simbu) e (b) Virus Ngari (Orthobunyavirus, grupo Bunyamwera). Setas pontilhadas indicam a origem dos segmentos de
ARN dos virus Jatobal e Ngari mediante rearranjo genético com virus nao identificados (V2?) e seus correspondentes
virus parentais (V1), Oropouche e Bunyamwera, respectivamente. rG1M2P1 corresponde a provavel progene viral gerada

pelo rearranjo genético dos segmentos de ARN.
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4. DISCUSSAO

Ao longo de pelo menos 50 anos de estudos, entre 1954 e 2004,
centenas de amostras dos virus do grupo C foram isoladas na Amazodnia
brasileira e identificadas segundo o diagrama de Shope & Causey (1962).
Todas as amostras foram identificadas pelos testes de FC e IH e/ou N,
reagindo dentro do padrédo esperado, ou seja, com um dos seis prototipos virais
mais comumente encontrados na regido Amazénica, os VAPEU, VMTB, VORI,
VMUR, VCAR e VITQ, formando os pares classicos previamente descritos,
com excecao de diversas variantes do VCAR, isolados da cepa viral BeH 5546,
que apresentaram comportamento antigénico distinto das demais, reagindo por
FC com o VORI e por IH com o VCAR, sendo porconseguinte consideradas
amostras aberrantes.

Posteriormente, estudos sorolégicos e ecolégicos desenvolvidos
por Shope et al. (1988) evidenciaram que a par de um complexo padréo de
relacionamento antigénico, esses agentes eram transmitidos dentro de um
ecossistema compacto compartilhando vetores e hospedeiros vertebrados para
a manutengdo do seu ciclo biologico, sugerindo a possibilidade de haver co-
infeccdo de mosquitos e/ou vertebrados com dois virus do grupo C. Baseado
nessas observagdes,sugeriu-se que os virus do grupo C constituiam um
modelo ideal para o estudo de rearranjo genético em natureza (Shope et al.,
1988).

Para melhor entender o relacionamento genético dos virus do
grupo C, os segmentos P-ARN dos 13 virus prototipos e da amostra BeH 5546

foram completamente sequenciados e as sequencias parciais do segmento M-
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ARN ao nivel do gene Gn foram obtidas para sete desses virus e para a
amostra BeH 5546 . A analise das sequéncias obtidas para os segmentos P e
M dos virus do grupo C, sugeriu diferengas marcantes no posicionamento dos
VAPEU, VMTB, VORI, VCAR, VITQ, VMUR, VRES e da amostra viral BeH
5546 nas arvores filogenéticas construidas, e consequentemente troca na
associagdo dos pares genéticos. Segundo a anadlise genética para os
segmentos gendmicos estudados, a amostra Be H 5546 recebeu o segmento
P-ARN do VORI e o segmento M-ARN do VCAR, fato que corrobora e explica o
diferente padréo de relacionamento antigénico desta amostra em relagdo as
demais, 0 que nos leva a sugerir que a mesma corresponde ao resultado de
um rearranjo genético em natureza entre os VORI e VCAR. Por outro lado, os
VCAR e VBCR apresentaram o segmento P-ARN geneticamente indistinguiveis
com homologia entre suas sequéncias nucleotidicas de 99,3% (Tabela 7). De
acordo com esse resultado, o VBRC atualmente reconhecido como uma
subespécie do virus VCAR, poderia ser ou uma amostra do VCAR, caso o seu
segmento M-ARN seja semelhante ao do VCAR, ou um virus rearranjado entre
o VCAR e um outro possivel virus do grupo C ainda n&o identificado, caso seu
segmento M mostre divergéncia genética significante em relagdo ao segmento
M do VCAR. A definigdo, neste contexto, so sera possivel quando o segmento
M-ARN do VBRC for sequenciado.

A combinagdo de testes soroldgicos, tais como IH, N e FC
proporcionaram a atual classificagdo dos virus do grupo C em quatro
complexos (Caraparu, Oriboca, Marituba e Madrid). Esta classificacdo foi

determinada pelas propriedades conferidas por anticorpos neutralizantes e/ou
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inibidores da hemaglutinagéo, os quais sao predominantemente codificados ao
longo do segmento M-ARN. A distribuigdo dos virus do grupo C em trés
principais grupos genéticos (I, Il e Ill), baseada na informagdo do gene N
(segmento P-ARN), esta de acordo com dados fornecidos pelo teste de FC que
detecta anticorpos fixadores de complemento codificados ao longo do
segmento P-ARN dos ortobunyavirus, e diferiu significantemente da
classificacao atual baseada nos resultados de IH e N.

Em termos epidemioldgicos, a associagdo dos achados genéticos
aos dados antigénicos e eco-epidemiologicos (distribuicdo geografica, ciclo
bioldgico, principais vetores e hospedeiros vertebrados) nos permitiu fazer
inferéncias importantes que nos levaram a uma melhor compreensao a respeito
da interac&o desses fatores na geragéo da biodiversidade viral desses agentes
. Em relagdo a distribuicdo geografica e a genética dos virus do grupo C,
verificou-se que virus isolados em regides geograficas relativamente distantes,
tais como os VGL (Estados Unidos) e VAPEU (Brasil) , VMTB (Brasil) e VNEP
(amostra isolada em Trinidad) compartilharam o grupo genético Ill. Ao se
analisar os grupos | e Il, a mesma observagdo pode ser feita, visto que os
mesmos albergaram virus isolados no Brasil, Panama e Equador, e virus
isolados em Trinidad e no Brasil, respectivamente. Outro importante exemplo
pode ser citado para os VMAD e VOSSA, que embora tenham sido isolados no
mesmo ano, em 1961 e de humanos residentes na provincia de Boca del Toro
no Panama (Karabatsos, 1985; 2002), mostraram uma alta divergéncia
genética estimada em 35,5%, tendo inclusive o VMAD sido posicionado fora

dos trés grupos, enquanto que o VOSSA foi incluido no grupo | (Figura 18).
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A avaliagao dos dados genéticos e geograficos sugere um intenso
transito dos virus do grupo C pelas Américas, onde diferentes tipos virais
isolados em diferentes periodos, tanto de artrépodes quando de vertebrados,
podem ser encontrados em circulagdo principalmente em regides tropicais e
subtropicais das Américas Central e do Sul, No entanto, as diferengcas em
termos de dispersédo geografica encontrada para esses virus, parecem néo ter
influenciado substancialmente na genética desses agentes virais.

Por outro lado, parece existir alguma correlagdo entre a
associagao virus-hospedeiro. A analise filogenética de amostras isoladas de
diferentes hospedeiros, dentre humanos, mosquitos (artropodes), vertebrados
silvestres (roedores, marsupiais) e animais sentinelas (primatas ndo humanos e
camundongos), mostraram que amostras isoladas de humanos séo
geneticamente mais semelhantes entre si do que com amostras isoladas de
outros hospedeiros. Este fato pode ser explicado pela ecologia dos virus do
grupo C que envolvem preferencialmente vertebrados e artropodes silvestres
em seu ciclo natural de manutencdo. Neste caso, os humanos, enquanto
hospedeiros incidentais, parecem favorecer de forma seletiva o aparecimento
de cepas virais diferenciadas, exercendo um papel importante na manutengao
da biodiversidade genética desses virus (Figura 16).

Aplicando o modelo hipotético de rearranjo genético dos virus do
grupo C (Figura 19) e associando este modelo aos dados antigénicos de Shope
& Cousey (1962), pode-se sugerir que os virus do grupo C em geral seguem
um padrdo de rearranjo unico utilizando as progenes virais rG1M1P2 e

rG2M2P1. Em relagdo a amostra viral BeH 5546, duas hip6teses podem ser
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levandadas, uma vez que nao se conhece a sequéncia nucleotidica para os
segmentos G-ARN dos VORI e VCAR, considerados como possiveis virus
parentais.

A primeira hiopotese, levanta a possibilidade da cepa viral BeH
5546 ser um rearranjo do VORI que recebeu o segmento M-ARN do VCAR,
sendo portanto um virus rearranjado do tipo rG1M2P1. A segunda
hipétese,sugere que a amostra viral BeH 5546 seja um rearranjo do VCAR que
recebeu o segmento P-ARN do VORI, sendo, neste caso, um virus rearranjado
do tipo rG2M2P1 (Figura 20). Para melhor avaliar qual o mecanismo de
rearranjo genético envolvido no surgimento da cepa viral BeH 5546, sera
necessario sequenciar parte do segmento G-ARN dos trés virus possivelmente
envolvidos: VORI, VCAR e BeH 5546.

Em relagdo aos outros ortobunyavirus, o modelo hipotético de
rearranjo genético idealizado para os virus do grupo C pode ser aplicado aos
virus Jatobal (grupo Simbu) e Ngari (grupo Bunyamwera), este ultimo
associado a casos humanos de febre hemorragica na Africa. De acordo com
trabalhos anteriores (Saeed et al., 2000; 2001) o virus Jatobal € um exemplo de
rearranjo genético ocorrido em natureza, recebendo os segmentos P-ARN e G-
ARN do virus Oropouche e o segmento M-ARN de um virus ainda nao
identificado pertencente ao grupo Simbu. De modo similar, o virus Ngari,
também considerado um virus rearranjado (Guerrard et al., 2004), herdou o
segmento P-ARN e G-ARN do virus Bunyamwera, e o segmento M de um virus
do grupo Bunyamwera ainda ndo identificado. Segundo o modelo hipotético de

rearranjo genético dos virus do grupo C, os virus Jatobal e Ngari sdo virus
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rearranjados do tipo rG1M2P1 o que indica que ambos possivelmente
utilizaram o mesmo padrao de rearranjo genético (Figura 21).

Comparando o padréo de rearranjo genético observado para os
virus do grupo C aos evidenciados para os virus Ngari e Jatobal, pode-se
verificar que aparentemente n&o existe um padrao definido de rearranjo para os
virus pertencentes ao género Orthobunyavirus, pelo menos em relagdo aos
representantes dos grupos C, Simbu e Bunyamwera. Isto nos leva a sugerir
que os ortobunyavirus procuram diferentes caminhos para a manutengéo de
sua diversidade viral e, consequentemente, sua adaptacido aos hospedeiros
vertebrados e invertebrados.

A analise comparativa dos padrées dos rearranjos genéticos
estudados, nos leva a sugerir que os virus do grupo C, ao longo dos tempos
podem estar modificando seu padrao de rearranjo gerando linhagens virais que
superpbe gradativamente as linhagens ancestrais. Caso esta hipotese esteja
correta, a mesma nos permite sugerir que a amostra viral BeH 5546 é
possivelmente um virus que emergiu mais recentemente que os outros
membros do grupo C que circulam atualmente nas Américas, sendo esta
amostra fruto do rearranjo genético provavelmente entre os VORI e VCAR.

Embora importantes avancos tenham sido feitos no campo
genético, permitindo-nos evidenciar a presenga de rearranjo genético entre os
virus do grupo C, bem como sugerir um modelo hipotético para o mecanismo
de rearranjo desses virus, capaz de ser aplicado a outros ortobunyavirus, vale
ressaltar que a maneira como determinados fatores (ecossistema, associagéo

virus-hospedeiro, relacdo antigenica e genética viral) realmente contribuem



91

para a biodiversidade viral, ainda € uma questao que permanece sem resposta.

Nossos achados representam os primeiros dados genéticos para
os virus do grupo C em termos de suas sequéncias nucleotidicas para os
segmentos P-ARN e M-ARN. Esperamos que 0s mesmos possam proporcionar
um melhor entendimento sobre o relacionamento genético desses virus entre si
e com outros ortobunyavirus. Os dados obtidos nesta tese, também
evidenciaram que a correlagdo entre as informagdes ecoldgicas, antigénicas e
genéticas proporciona um melhor entendimento a respeito da epidemiologia

molecular dos arbovirus.
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5. CONCLUSOES

a) O segmento P-ARN dos virus do grupo C apresenta
organizacdo genbmica compativel com a de outros ortobunyavirus ja
sequenciados;

b) As sequéncias nucleotidicas parciais obtidas para o gene Gn
de alguns virus do grupo C sugerem que 0S mesmos possuem organizagao
genbmica similar aos demais ortobunyavirus sequenciados em relagdo ao
segmento M-ARN;

c) Com base nas sequéncias nucleotidicas obtidas para os
segmentos P-ARNs dos virus do grupo C, os VBRC e VCAR s&o muito
semelhantes, mostrando 99,3% de homologia para suas sequéncias
nucleotidicas, sendo o VBRC portanto, ou uma cepa do VCAR ou um virus
rearranjado entre o VCAR e outro membro do grupo C nao identificado;

d) A cepa viral BeH 5546, tida como uma variante do VCAR com
comportamento diferenciado pelos testes de FC e IH, de acordo com a analise
genética dos segmentos P e M, é provavelmente um virus rearranjado entre os
VORI e VCAR mostrando propriedades antigénicas distintas em relagédo aos
mesmos e aos demais virus do grupo C.

e) De acordo com a analise genética do segmento P-ARN dos
virus do grupo C, nado ficou demonstrado correlagdo entre distribuicao
geografica e diversidade genética desses virus. Por outro lado, existem indicios
de que a diversidade viral esta associada a relagao virus-hospedeiro;

f) As arvores filogenéticas construidas pelos métodos de MP e NJ

para os segmentos P-ARN e M-ARN dos virus do grupo C, evidenciaram
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topologias diferentes, o que sugere um padrdo de rearranjo genético entre
esses virus, corroborando resultados prévios fornecidos pelos testes
sorolégicos de FC, IH e N;

g) Alguns virus do grupo C provavelmente sdo virus rearranjados
que trocaram entre si um segmento genémico em particular (P-ARN ou M-
ARN);

h) Os virus do grupo C séo ideais para o estudo do processo de
rearranjo viral em natureza, servindo de modelo para o estudo deste
mecanismo em outros ortobunyavirus;

i) O modelo hipotético de rearranjo viral estabelecido para os virus
do grupo C pode ser aplicado para estudar o padrdao de rearranjo genético de
outros ortobunyavirus como demonstrado para os virus Jatobal e Ngari
pertencentes a ortobunyavirus de diferentes grupos sorolégicos;

j) Excetuando-se a cepa viral BeH5546, cujo padrao de rearranjo
genético n&o foi definido, utilizando o modelo hipotético de rearranjo genético, a
maioria dos virus do grupo C apresentou padrdo de rearranjo diferente dos
verificados para os virus Jatobal e Ngari (rG1M2P1) representantes dos grupos
Simbu e Bunyamwera, respectivamente, o que €& importante para a
biodiversidade desses ortobunyavirus;

k) A associacdo dos dados eco-epidemioldgicos, antigénicos e
genéticos é essencial para melhor compreensdo da epidemiologia molecular

dos ortobunyavirus, e deve ser sempre considerada nas analises filogenéticas.
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APENDICE

COMPOSIGAO DOS TAMPOES E SOLUGCOES

1. IPTG (Isopropil-bDtiogalactopiranoside): solugao estoque (0,1M).
Ao frasco de IPTG (Promega) contendo 1,2g do reagente,
adicionar agua bidestilada para o volume final de 50 mL. Filtrar, esterelizar e

armazenar a 4°C.

2. X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-idolil-B-D- galactoside ).
Dissolver 100 mg de X-Gal (Promega) em 2 mL de N,N’-dimetil

formamida (invitrogen). Proteger o frasco da luz e armazenar a -20°C.

3. Meio LB.
Para cada 1000 mL de agua bidestilada adicionar:
- 10g de triptona (Bacto ® triptona, Promega)
- 5g de extrato de fungo (Bacto ® extrato de fungo, Promega)
- 5g de NaCl
Ajustar o pH para 7,0 adiciosando cuidadosamente solugédo de

NaOH a 0,1 M.

4. Placas contendo meio LB, ampicilina, IPTG e X-Gal.
Adicionar 15g de agar a 1000 mL de meio LB e autoclavar a solugéo a
120°C por 30 minutos. Resfriar o meio a 50°C e adicionar ampicilina, IPTG e X-

Gal para as concentracbes finais de 100 pg/mL, 0,5 mM e 80 pg/mL,
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respectivamente. Adicionar entre 30-35 mL de meio no interior de placas de

petri de 85 mm e deixa-las a T.A até a completa solidificagdo do meio.

5. Meio SOC
Para cada 100 mL de agua bidestilada adicionar:
- 29 de Bacto ® triptona (Promega)
- 0,5g de Bacto ® extrato de fungo (Promega)
-1 mL de NaCl 1M
- 0,25 mL de KCI 1M
- 1mL de solugao estoque de Mg2+ 2M

- 1mL de glicose 2M

Inicialmente adicionar a triptona (Bacto ® triptona), o extrato de fungo
(Bacto ® extrato de fungo) NaCl e KCI para o volume de 97 mL. Em seguida,
promover a completa dissolugdo dos componentes da solugdo, autoclavar e
resfriar a mesma a T.A. Posteriormente, adicionar as solugdes estoques de ion
magnésio (Mg* 2M) e glicose 2M, cada uma para a concentragdo final de

20mM. Completar o volume da solugéo para 100 mL ajustando o pH para 7,0

5.1 Solugdo estoque Mg?* 2M.
- 20,33g de MgCl,.6 H,0
- 24,659 de MgS04.7 H,0O

- 100 mL de agua bidestilada



5.2 NaCl 1M
- 5,84 g de NaCl

- 100 mL de agua bidestilada

5.3 KCl 1M
- 7,469 de KCI

-100 mL de agua bidestilada

5.4 Glicose 2M
- 369 de glicose

- 100 mL de agua bidestilada
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