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VDEN-2 Virus dengue sorotipo 2
VDEN-3 Virus dengue sorotipo 3

VDEN-4 Virus dengue sorotipo 4



VEH
VEJ
VEMV
VENT
VERO
VESL
VFA
VIGU
VILH
VJUG
VKFD
VKR
VKUN
VLGT
VLI
VMOD
VNJL
VNO
VNTA
VOHF
VPOW
VQB
VRB

VROC
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Virus Edge Hill

Virus da encefalite japonesa
Virus encefalite Murray Valley
Virus entebbe bat

Células de rim de macaco verde africano linhagem
Virus da encefalite S&o Luis
Virus da febre amarela

Virus Iguape

Virus llhéus

Virus jugra

Virus Kyasanur Forest disease
Virus Kamitii River

Virus kunjin

Virus langat

Virus louping ill

Virus Modoc

Virus Naranjal

Virus do Nilo ocidental

Virus Ntaya

Virus da febre hemorragica do Omsk
Virus Powassan

Virus quang binh

Virus Rio Bravo

Virus rocio



VSAB

VSEP

VSOK

VTAB

VTBE

VTYU

VUGS

VYOK

Virus saboya

Virus sepik

Virus sokoluk

Virus tamana bat

Virus tick-borne encephalitis
Virus Tyuleniy

Virus Uganda S

Virus Yokose
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RESUMO

Os flavivirus sdo conhecidos por seu complexo ciclo biolégico e importancia na
saude publica e na economia mundial. Os aspectos ecolégicos e quadros
clinicos estao estreitamente relacionados a filogenia e evolugao dos flavivirus.
Este trabalho objetiva a caracterizacdo molecular dos genomas dos flavivirus
Bussuquara (VBSQ), Iguape (VIGU), llhéus (VILH) e Rocio (VROC),
determinando relagdes filogenéticas com os demais integrantes do género
Flavivirus. Foi realizado o sequenciamento completo da regido codificadora
(ORF) e regides nao codificantes (RNC) 5’ e 3’; analise da estrutura secundaria
do RNA viral e das sequéncias conservadas da 3’'RNC; determinacao dos sitios
de clivagem, glicosilagao, residuos Cis e motivos conservados na poliproteina;
e as analises de similaridade e filogenética. Os genomas dos VBSQ, VIGU,
VILH e VROC apresentaram a mesma organizagdao que os demais flavivirus,
medindo 10.815 nt, 10.922 nt, 10.775 nt, 10.794 nt, respectivamente. O padrao
das sequéncias conservadas da 3'RNC do VBSQ foi RCS2-CS2-CS1,
enquanto que para os VIGU, VILH e VROC foram CS3-RCS2-CS2-CS1. As
caracteristicas das estruturas secundarias do RNAs dos flavivirus em estudo
foram similares aos demais flavivirus. O numero dos sitios de glicosilagdo das
proteinas PrM, E e NS1 foi distinto entre os flavivirus brasileiros, porém o
padrao 6,12,12 dos residuos de Cis e do sitios de clivagem permaneceram
conservados. Na proteina E, alteragdes aminoacidicas pontuais foram
observadas no peptideo de fusdo dos VBSQ, VIGU e VROC, e a sequéncia do
tripepideo RGD foi distinta para os quatro virus em estudo. Os motivos
determinantes das atividades de MTase-SAM da NS5, bem como da helicase e
protease da NS3, permanecem conservados. Dentre os oito motivos da
polimerase viral (NS5), somente os motivos V, VI e VIl possuem alguma
substituicdo nucleotidica para o VILH e VROC. As analises de similaridade
mostram que VBSQ apresenta maior relagdo com VIGU enquanto que o VILH e
VROC sio mais relacionados entre si, porém sendo consideradas espécies
virais distintas. Com base nas analises filogenéticas, caracteristicas
moleculares do genoma e bioldgicas, propdem-se a formagao de trés grupos
genéticos: o grupo Rocio, que agrupa VROC e VILH; o grupo Bussuquara
formado pelos VBSQ e Virus naranjal e o grupo Aroa que inclui o Virus Aroa e
VIGU.
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ABSTRACT

Flaviviruses have been known due their complex biological cycle and their
relevance in public health and global economy. The ecologic aspected and
clinic pictures are related with phylogeny and evolution of flaviviruses. This work
aims the molecular characterization of Bussuquara (BSQV), Iguape (IGUV),
llheus (VILH) e Rocio (VROC) flaviviruses genomes, determining their
phylogenetic relationships with others members of genus Flavivirus. The study
included: the full-length sequencing of the four Brazilian flaviviruses; analyzes of
the predictive secondary structure of RNA and conserved sequences in the
3'NCR; determination of cleavage and glicosilation sites, cisteine residues and
conserved motifs in the polyprotein; and similarity and phylogenetic analyzes.
The BSQV, IGUV, VILH and VROC genomes present 10815 nt, 10922 nt,
10775 nt, and 10794 nt, respectively. The conserved standard sequences in
3'NCR of BSQV was RCS2-CS2-CS1, while to IGUV, ILHV and ROCV were
CS3-RCS2-CS2-CS1. The secondary structure of RNA obtained for the
Brazilian flaviviruses were similar to the other flaviviruses. The numbers of the
glicosilation sites to PrM, E and NS1 proteins were distinct among the studied
Brazilian flaviviruses, therefore the pattern 6,12,12 Cis residues and the
cleavage sites were conserved. In the E protein, some singles mutations were
observed in fusion peptide of BSQV, IGUV and ROCV, and the RGD motif were
distinct for the flaviviruses under study. The motif that determines the MTase-
SAM activity in NS5, as well as the helicase and protease activity in NS3 were
conserved. Among the eight polimerase motifs in NS5, only the V, VI and VI
motifs were observed single mutations in ILHV and ROCV. The similarity
analyzes showed that BSQV presents high relationship with VIGU, while ILHV
and ROV were more related among themselves, however those viruses were
considerated distincts species. Based in the phylogenetic analyzes, molecular
and biological characteristics, it was proposed the establishment of three
distinct genetic groups: the Rocio group, grouping ILHV and ROCV,
Bussuquara group formed by BSQV and Naranjal virus; and Aroa group, that
include Aroa virus and IGUV.
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1. INTRODUCAO

1.1. CONSIDERACOES GERAIS: FAMILIA FLAVIVIRIDAE, GENERO

FLAVIVIRUS

A familia Flaviviridae € composta por virus cujo genoma é
composto de RNA (Acido Ribonucléico), ndo segmentado, sentido positivo, cujo
protétipo é o Virus da febre amarela (VFA). Essa familia compreende trés
géneros: Flavivirus, Hepacivirus e Pestivirus (ICTV, 2005; Lindenbach et al.,
2007), além de dois grupos de virus nao classificados, GBV-C e GBV-A, que
estdo aguardando uma classificagao formal dentro da familia (Lindenbach et al.,
2007).

Quanto ao taxon de superfamilia, na qual os virus de RNA sao
classificados quanto a dependéncia da RNA polimerase, a familia Flaviviridae é
membro da Superfamilia 2 (Lindenbach et al., 2007); em que, os integrantes da
familia Flaviviridae codificam a RNA helicase, que coordena cations bivalentes
dentro do sitio de catalise (Gorbalenya & Koonin, 1993).

O género Flavivirus apresenta 70 integrantes registrados no
Comité Internacional de Taxonomia Viral (CITV) (ICTV, 2005). A maioria dos
flavivirus, cerca de 53 virus, sdo considerados Arbovirus (termo derivado da
expressdo em inglés Artrophods-borne virus) por apresentarem um ciclo
biolégico que envolve como hospedeiros o0s vertebrados e como
vetores/transmissores  artrépodes hematodfagos. Outros  flavivirus  séo

classificados como agentes zoonéticos e sdo transmitidos entre roedores ou
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morcegos, sendo considerados virus sem vetores ou que o possivel vetor
artrépode permanece desconhecido (Karabatsos, 1985; Travassos da Rosa et
al., 1997; Kuno et al., 1998; ICTV, 2005).

Os flavivirus apresentam uma distribuicdo cosmopolita. A
evolucdo, o padrao de dispersdo e as caracteristicas epidemioldgicas desses
virus sdo determinados pela combinagdo de fatores impostos pelo vetor
artrépode e também pelo hospedeiro vertebrado. Outros fatores associados a
ecologia, quase sempre deletéria, e a atividade humana ao meio ambiente tém,
certamente, contribuindo a disseminagdo e a emergéncia dos flavivirus
(Vasconcelos et al., 1992; Zanotto et al., 1995; Lindenbach et al., 2007; Gubler et
al., 2007).

As infecgdes humanas por flavivirus permitem um espectro clinico
variado, envolvendo desde infecgbes inaparentes, sindromes febris até formas
severas potencialmente fatais, caracterizadas por encefalites ou por infeccoes
sistémicas que culminam no desenvolvimento de sindrome icterohemorragica
(Barrett, 2001).

Os flavivirus transmitidos por mosquitos incluem varios virus de
grande importancia epidemiolégica por causarem doengas em humanos e/ou
animais de interesse econdmico e por apresentarem ampla distribuicdo
geografica. Cerca de 40 flavivirus ja foram associados a infecgdo humana,
dentre os quais, além do VFA, se destacam o Virus dengue (VDEN), o Virus da
encefalite Saint Louis (VESL), o Virus da encefalite japonesa (VEJ), o Virus do
Nilo Ocidental (VNO) e o Virus rocio (VROC), todos capazes de causar

epidemias (Travassos da Rosa et al., 1997, Vasconcelos et al., 1998). O VFA é
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reconhecido desde o século XVII como responsavel por febres hemorragicas,
sendo que, segundo estimativa realizada pela Organizagdao Mundial da Saude
(OMS), o virus acomete cerca de 200.000 pessoas anualmente em paises
tropicais e subtropicais da Africa e América do Sul com a ocorréncia de
letalidade de 15% (Monath, 2001).

A Dengue é considerada um dos maiores problemas de saude
publica nas regides tropicais e subtropicais, sendo o arbovirus de maior
incidéncia no mundo. O VDEN, com seus quatro sorotipos reconhecidos -
VDEN-1, VDEN-2, VDEN-3 e VDEN-4, é endémico nas regides tropicais das
Américas, Asia, Africa e Oceania e pode causar desde um quadro clinico
inaparente, passando por uma sindrome febril - Dengue Classico - até formas
mais severas: a Febre Hemorragica do Dengue (FHD), Sindrome do Choque
do Dengue (SCD) (WHO, 2009). A estimativa da OMS de ocorréncia anual de
casos de Dengue Classico € de 50 a 100 milhdes de casos registrados em
mais de 80 paises. Desses, 500.000 casos sdao de FHD com o registro de
20.000 a 25.000 mortes, a maioria das quais em criangas (Gubler, 2006).

Em 1999, o VNO surgiu como um importante patdgeno emergente
nas Américas, causando encefalite em equinos e humanos; desde entdo o
virus vem se tornando endémico nos EUA e Canada e, pouco a pouco, vem
sendo detectado em paises latino-americanos (Lanciotti et al., 1999; Elizondo-
Quiroga et al., 2005).

Dentre os flavivirus ja identificados, onze virus ja foram isolados no
Brasil: Bussuquara (BSQV), Cacipacoré (CPCV), VDEN (sorotipos 1, 2, 3 e 4),

VFA, VROC, Iguape (VIGU), lIhéus (VILH) e Naranjal (VNJL). Os VCPC, VIGU
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e VNJL néo foram isolados de seres humanos, nem relacionados a infecgdes

humanas (Travassos da Rosa et al., 1997).

1.2. CICLO BIOLOGICO

Os flavivirus podem ser transmitidos para humanos e outros
vertebrados por meio da picada de artropodes hematdéfagos ou entre
hospedeiros artropodes, via transovariana (Karabatsos, 1985). A transmissao
para os artropodes frequentemente necessita que o virus produza uma elevada
viremia no hospedeiro vertebrado e replique nos tecidos dos artropodes
infectados. Dois grupos de artrépodes estdo envolvidos na transmissao dos
flavivirus: mosquitos e carrapatos (Gubler et al., 2007).

Os artrépodes se tornam infectados durante o repasto sanguineo.
Apos a ingestao, os virus infectam células do intestino médio, estendendo para
hemocela e entdo para os varios tecidos, incluindo a glandula salivar. Uma vez
infectada a glandula salivar, o artropode é capaz de transmitir os virus através
da saliva para os hospedeiros vertebrados, e nesses, apos a replicagao viral
em diversos tipos celulares, atingem a corrente sanguinea (Karabatsos, 1985;
Travassos da Rosa et al., 1997; Gubler et al., 2007). O periodo de tempo entre
a infecgdo do artrépode através do repasto sanguineo durante a viremia no
hospedeiro vertebrado até quando as glandulas salivares do artrépode tornam-
se infectadas é chamado de periodo de incubacgao extrinseco. Esse periodo de

tempo dura de oito a 14 dias e depende da temperatura ambiente, da cepa viral
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e do vetor. O periodo de incubacdo extrinseco nao se aplica a virus
transmitidos por carrapatos (WHO, 1985; Gubler et al., 2007).

A transmissao vertical ou transovariana é a transferéncia de virus
entre geragdes sem que haja nenhum outro modo de transmissao envolvido.
Ambos os flavivirus, transmitidos por mosquitos e carrapatos, apresentam
transmissao vertical. A transmissdo transovariana ocorre quando os ovarios
dos artrépodes fémeas se tornam infectados e o virus é passado para os ovos.
Quando os ovos eclodem, o virus € mantido nos artrépodes nos diversos
estagios de vida até a fase adulta. Na transmissao vertical, os ovos em
maturagao sao infectados quando passam pelo ovoduto (Rosen, 1987). Uma
grande variedade de flavivirus transmitidos por mosquitos apresentam
transmissao vertical em natureza, incluindo VDEN, VFA, VEJ, VNO (Gubler et
al., 2007).

A habilidade dos artropodes de transmitir os flavivirus depende de
fatores intrinsecos e extrinsecos (Gubler et al., 2001, Kramer & Ebel, 2003).
Um dos principais fatores intrinsecos é a variabilidade genética exibida pelos
artrépodes. Dentre os fatores extrinsecos, observa-se que tanto mosquitos
quanto carrapatos apresentam seus metabolismo e biologia altamente
influenciados pelas condigdes do ambiente. A temperatura afeta diretamente a
taxa de replicagdo viral e, consequentemente, o periodo de incubagao
extrinseco. Dentro dos limites de cada espécie, altas temperaturas podem
aumentar a transmissao viral ou podem ocasionar um aumento da taxa de
mortalidade dos mosquitos. Ademais, umidade, periodos chuvosos e

velocidade do vento podem influenciar na taxa de mortalidade, bem como nas
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caracteristicas biolégicas e comportamentais dos vetores, tais como extensao
de vbo e oviposicao (Kramer & Ebel, 2003).

A extensdo de hospedeiros vertebrados entre os vetores
artrépodes € bastante variavel. Carrapatos geralmente sdo mais especificos,
mas infestam diferentes hospedeiros em diferentes estagios do seu ciclo de
vida. Sendo assim, carrapatos imaturos podem infectar hospedeiros naturais,
tais como os roedores. Nos estagios de ninfa e fase adulta, os carrapatos
podem se alimentar de outros hospedeiros, como os humanos, permitindo que
virus zoondticos de roedores possam infectar o homem, tal como ocorre com o
Virus da encefalite transmitida por carrapato (do inglés Tick borne encephalitis
virus - VTBE) (Gubler et al., 2007).

Quanto aos mosquitos, sua preferéncia por hospedeiros ndao é
especifica. Alguns se alimentam exclusivamente de aves, enquanto outros se
alimentam de mamiferos, sendo, portanto, os vetores de maior importancia na
transmissao e disseminacdo dos flavivirus. Espécies dos géneros Culex e
Aedes estao mais relacionadas com a transmissao dos flavivirus, muito embora
outros géneros também possam estar envolvidos na manutengdo dos ciclos
bioldgicos desses virus, tais como Sabethes sp. e Haemagogus sp. (Travassos
da Rosa et al., 1997; Vasconcelos et al., 1998). Ha uma estreita relagéo entre a
transmissao de flavivirus que causam encefalites por Culex sp., tal como VNO
que é mantido em seu ciclo enzodtico por Cx. pipiens e Cx. restuans, enquanto
que os flavivirus que causam febres hemorragicas sao transmitidos por Aedes
sp., Aedes sp. e Haemagogus sp., como por exemplo VDEN e VFA,

respectivamente (Kuno et al., 1998; Gaunt et al., 2001; Gubler et al., 2007).
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1.3. CLASSIFICACAO DOS FLAVIVIRUS

Dentro do género, os flavivirus sdo categorizados em complexos
antigénicos e subcomplexos, baseado em critérios sorologicos classicos, ou
dentro de grupo, clados e espécies de acordo com a filogenia (Calisher &
Gould, 2003).

O relacionamento antigénico dos flavivirus € determinado pela
reatividade de testes soroldgicos de inibigdo da hemaglutinagao (IH), fixagcao do
complemento (FC) e neutralizagdo (TN). Assim, os flavivirus sao distribuidos
sorologicamente em dois grupos antigénicos: o grupo B e o grupo Virus da
febre hemorragica de macaco (Simian hemorrhagic fever virus), existindo ainda
flavivirus ndo sorogrupados (Karabatsos, 1985; Travassos da Rosa et al., 1998;
ICTV, 2005). Uma classificacdo antigénica mais antiga determinou a existéncia
de oito complexos: Os quatro sorotipos do VDEN pertencem ao complexo
Dengue; os VEJ, VESL, VNO, Virus Kunjin (VKUN), Virus da Encefalite Murray
Valley (VEMV), entre outros, sdo grupados no sorocomplexo da Encefalite
Japonesa; VTBE, Virus Louping ill (VLI), Virus langat (VLGT), Powassan
(VPOW), Virus da Febre hemorragica do Omsk (VOHF) e o Virus da doenga da
floresta Kyasanur (Kyasanur Forest disease virus - VKFD) formam o complexo
das encefalites transmitidas por carrapato; o VFA é o unico membro do
complexo da febre amarela; existindo ainda os complexos Tyuleny (Virus
Tyuleny - VTYU), Ntaya (Virus Ntaya - VNTA), Uganda S (Virus Uganda S -
VUGS) e Rio Bravo (Virus Rio Bravo - VRB) (Calisher et al, 1989; Pugachev et

al., 2003).



32

O género Flavivirus é composto, atualmente, por 53 espécies de
arbovirus, das quais 27 sao flavivirus transmitidos por mosquitos, 12 sao
transmitidos por carrapatos e 14 sao agentes zoonoticos com vetor
desconhecido (Quadro 1) (ICTV, 2005), além dos virus que estdo em processo
de inclusdo no género: Virus Tamana Bat (VTAB), isolado de morcego (de
Lamballerie et al., 2002), e os virus relacionados como flavivirus de insetos:
Virus agente fusionador celular (Cell fusion agents virus - VCFA) (Cammisa-
Park et al., 1992), Virus Rio Kamitii (Kamitii River virus - VKR) (Crabtree et al.,
2003), Virus Aedes flavivirus (VAEF) (Hoshino et al., 2009), Virus Culex
flavivirus (VCXF) (Hoshino et al., 2007) e Virus Quang Binh (VQB) (Crabtree et
al., 2009). Esta classificagcdo é baseada nos conceitos de espécie viral e no
conjunto de informagdes sobre morfologia, organizagao do genoma, relagéao
das sequéncias nucleotidicas, associacdo com vetor e ecologia viral (ICTV,
2005; Gubler et al., 2007).

Considerando a mortalidade e morbidade, 22 cepas de flavivirus
transmitidos por mosquitos, 13 dos virus transmitidos por carrapatos e cinco
dos agentes zoonodticos com vetor desconhecido sao capazes de causar
doenga em humanos (Gubler et al., 2007).

Os flavivirus transmitidos por mosquitos tém evoluido em dois
grupos maiores distintos pela apresentagao clinica em humanos e ecologia. Os
flavivirus encefaliticos estdo no grupo da encefalite japonesa, incluindo os virus
VEJ, VNO, VEMV, VROC e VESL. Todos sao arbovirus zoonéticos que
apresentam como hospedeiros vertebrados naturais aves e como vetores

mosquitos do género Culex (Gubler et al., 2007). O outro grupo inclui o VFA e o
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VDEN, que sé&o virus viscerotropicos e podem causar febres hemorragicas.
Esses virus apresentam um ciclo silvestre tendo primatas como hospedeiros
vertebrados e mosquitos do género Aedes como principal vetor. Os quatro
sorotipos do VDEN sdo adaptados aos humanos no ambiente urbano e,
geralmente, ndo necessitam de ciclo silvestre para a sua manutencao (Gubler

et al., 2007).

Quadro 1 - Espécies virais e cepas registradas no CITV, distribuidos por

grupos e sorogrupos (ICTV, 2005)

FLAVIVIRUS TRANSMITIDOS POR MOSQUITOS

GRUPO VIRAL ESPECIE VIRAL CEPAS / SOROTIPOS SIGLA GENBANK

Virus Aroa (VAROA) AF013362°

. Virus Bussuquara (VBSQ) NC009026*

Aroa Virus Aroa Virus Iguape (VIGU) NC009027*

Virus Naranjal (VNJL) AF013390°

Virus Dengue 1 (VDEN- 1) NC001477*

. Virus Dengue 2 (VDEN- 2) NCO001474*

Dengue Virus Dengue Virus Dengue 3 (VDEN- 3) NC001475*

Virus Dengue 4 (VDEN- 4) NC002640*

Kedougou Virus Kedougou (VKED) NC012533*

Virus Cacipacore (VCPC) AF013367°

Virus da Encefalite Japonesa (VEJ) NC001437*

Virus Koutango (VKOU) AF013384°

. . Virus Alfuy (VALF) AF013360°

Encefaite Jasonesa L Y Valley encefalite Virus Murray Valley encephalitis (VEMV) NC000943*

P Virus St. Louis encefalite (VESL) NCO007580*

Virus Usutu (VUSU) NC006551*

. . Virus Kunjin (VKUN) EU074020°

Virus Nilo do Oeste Virus Nilo do Oeste (VNO) NC009942*

Virus Yaounde (VYAO) AF013413°

. Virus Kokobera (VKOK) NC009029*

Kokobera Virus Kokobera Virus Stratford (VSTR) AF013407°

Virus Bagaza (VBAG) NC012534*

. . Virus llheus (VILH) NC009028*

Virus lihéus Virus rocio (VROC) AF013397*

Ntaya V|ru§ Israel turkey _ (VIT) AF013377°

meningoencefalomyelite

Virus Ntaya (VNTA) AF013392°

Virus Tembusu (VTMU) AF013408°

- . . Virus Spondweni (VSPO) AF013406°

Spondweni virus Virus Zika Virus Zika (VZIK) NCO012532*
Virus Banzi Virus Banzi (VBAN) 140951°

Virus Bouboui (VBOU) AF013364°

Virus Edge Hill (VEH) AF013372°

Virus Jugra (VJUG) AF013378°

. Virus Potiskum (VPOT) AF013395°

Febre Amarela Virus Saboya Virus Saboya (VSAB) AF013400°

Virus Sepik (VSEP) NC008719*

Virus Uganda S (VUGS) EU074020°

Virus Wesselsbron (VWESS) NC012735*

Virus da febre amarela (VFA) NC002031*
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Quadro 1 - Espécies virais e cepas registradas no CITV, distribuidos por

grupos e sorogrupos (continuagao)

FLAVIVIRUS TRANSMITIDOS POR CARRAPATOS

GRUPO VIRAL ESPECIE VIRAL CEPAS / SOROTIPOS SIGLA GENBANK
Virus Gadgets Gully (VGGY) AF013374°
zj/_lrus Kyasanur Forest (VKFD) X74111°

isease
Virus Langat (VLGT) NC003690*
British subtipe (VLI-Brit) D12937°
Irish subtipe (VLI-1r) X86784°
Virus Louping ill Virus Louping ill (VLI) NCOO180b9*
.- . Spanish subtipe (VLI-Span) X77470
flavivirus transmitidos h ) b
por carrapatos com _ _ Turkish subtipe (VLI-Turk) X69125
hospedeiros Virus Omsk hemorrhagic (VOHF) NC005062*
mamiferos feyer
Virus Powassan (VPOW) NC003687*
’ Virus Karshi (VKSI) NC006947*
Virus Royal Farm Virus Royal Farm (VRF) AF013398°
European subtipe (VTBE-Eu) M27157°
European subtipe (VTBE-Eu) M33668°
Virus Tick-borne encefalite Far Eastern subtipe (VTBE-FE) X07755°
Siberian subtype (VTBE-Sib) L40361°
Virus Tick-borne encefalite (VTBE) NC001672*
flavivirus transmitidos | Virus Kadam (VKAD) AFO01 33802
por carrapatos com Virus Meaban (VMEA) AF013386
hospedeiros aves Virus Saumarez Reef (VSRE) X80589°
marinhas Virus Tyuleniy (VTYU) X80588°
AGENTES ZOONOTICOS COM VETORES DESCONHECIDO
" Virus Entebbe bat (VENT) NC008718*
Virus Entebbe bat Virus Sokoluk (VSOK) AF013405°
Virus Yokose (VYOK) NC005039*
Virus Apoi (VAPOI) NC003676*
Virus Cowbone Ridge (VCR) AF013370°
Virus Jutiapa (VJUT) AF013379°
Virus Modoc (VMOD) NC003635*
Virus Sal Vieja (VSV) AF013401°
Grupo do n -
Entebbe bat VI,I’US San Perlita (VSP) AF0134022
Virus Bukalasa bat (VBB) AF013365
Virus Carey Island (ven AF013368°
Virus Dakar bat (VDB) AF013371°
Virus Montar_]a miotis (VMML) NC004119*
leukoencefalite
. Virus Batu Cave (VBC) AF013369°
Virus Phnom Penh bat Virus Phnom Penh bat (VPPB) AF013394°
Virus Rio Bravo (VRB) NC003675*
TENTATIVA DE INCLUSAO NO GENERO
- . Virus Cell fusing agent (VCFA) NC001564*
Flavivirus de insetos  —Go /| it River (VKR) NC005064"
Virus Tamana bat (VTAB) NC003996*

* numero de acesso ao GenBank referente ao genoma completo; 2 referente a sequéncia
nucleotidica da poliproteina; ® referente ao gene NS5.

Fonte: ICTV, 2005
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1.4. ESTRUTURA DOS FLAVIVIRUS

Os integrantes do género Flavivirus possuem particulas virais
esféricas, medindo cerca de 50 nm de diametro; sdo virus com envelope
lipoprotéico, que envolve o nucleo protéico de aproximadamente 30 nm: o
nuclocapsidio, que é constituido pela proteina C e protege o genoma viral. A
superficie contém duas proteinas virais, as glicoproteinas E (envelope) e
PrM/M (membrana) (Figura 1). A glicoproteina E é o principal determinante
antigénico da particula viral, media a ligacéo e a fusdo durante a entrada do
virus na célula. A proteina Pr é um pequeno fragmento proteolitico precursor da
proteina M; é produzida durante a maturagdo da particula viral, sendo

encontrada no meio intracelular (Lindenbach & Rice, 2003; Lindenbach et al.,

2007).
IA PrME Bicamada
lipidica
100 A
—

Figura 1 - (A) Crioeletromicroscopia do VDEN, mostrando o envelope viral, no qual estao
inseridas as proteinas estruturais PrM/E, e o nucleocapsidio com aproximadamente 50 nm de
diametro; (B) Mapa eletrondenso dos flavivirus, destacando os dominios |, Il e Ill (verde, roxo e
azul, respectivamente) e o peptideo de fusdo (vermelho) da proteina E dos flavivirus. Fonte: (A)

http://www.lightsources.org/cms/?pid=1002693, (B) Adaptado de Lindenbach & Rice, 2003.
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O Genoma dos flavivirus consiste de um RNA de fita simples de
polaridade positiva, com média de 11.000 nucleotideos (nt); possui um cap tipo
I (m7GppAmpN;) na extremidade 5’, e metilacdo do residuo N (cap tipo Il) e
cauda poliadenilada na extremidade 3’, que é perdida durante a replicagcao
quando o RNA viral funciona como RNA mensageiro (RNAm) (ICTV, 2005;
Lindenbach et al., 2007).

Durante cultivos celulares, duas formas virais podem ser
distinguidas: a forma viral madura, encontrada fora das células, possui duas
glicoproteinas associadas ao envelope viral, E e M; e a forma imatura,
exclusiva do meio intracelular, que apresenta o precursor da proteina M, PrM, o
qual é clivado durante o processo de maturagao (Figura 2) (Lindenbach et al.,

2007).

Virion imaturo | Virion maduro
PrM
M
E “E
Nucleocapsideo (C) C

Figura 2 — Formas das particulas virais dos flavivirus (A) particula viral imatura; (B) particula
viral madura; (C) esquema das formas madura e imatura. Fonte: (A)
http://www.purdue.edu/uns/x/2007b/071019CelHockmeyer.html; (B) Lindenbach et al., 2007;

(C) adaptado de Heinz & Allison, 2003.
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1.5. REPLICAGAO DOS FLAVIVIRUS

Para o processo de replicacdo dos flavivirus, diferentes tipos
celulares e de espécies hospedeiras estdo envolvidos, sendo utilizados
diversos receptores que proporcionam a adsor¢cao e, em seguida, a entrada e
replicacao viral. A infeccdo em células dendriticas é de particular importancia,
por serem os alvos iniciais no processo de infec¢ao (Lindenbach et al., 2007).
Estudos com o VDEN mostraram que a infecgdo das células dendriticas
depende do receptor DC-SIGN (CD209) - um tipo de Lectina tipo C —, que
participa somente do processo de adsorgao viral (Navarro-Sanchez et al., 2003;
Tassaneetrithep et al., 2003). Outras proteinas foram identificadas como
receptores para flavivirus, incluindo as a,B3 integrina, GRF78 (BiP), a CD14,
glicosaminoglicanas altamente sulfatadas (exemplo: heparan sulfato) (Chen et
al., 1997b; Kroschewski et al., 2003). Ademais, a opsonizagdo das particulas
virais por imunoglobulinas aumentam a infeccdo de células que expressam
receptores para a porgao Fc das imunoglobulinas (Barba-Spaeth et al., 2005).

A internalizacao das particulas virais € mediada via interagdo com
proteina tipo Clatrina, que sdo encaminhadas em direcdo aos compartimentos
endociticos perilisossomal, na qual o pH acido induz a fusao entre o envelope
viral e a membrana da célula hospedeira, liberando o nucleocapsidio para o
citoplasma. Devido a fluidez do capsidio, o RNA viral é disponibilizado para
tradugdo logo apés a fusdo entres as membranas. A tradugdo do RNA viral
produz proteinas que permitem a nova sintese do RNA viral e a montagem de

novas particulas virais (Lindenbach & Rice, 2003; Lindenbach et al., 2007).
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Uma vez no citoplasma, o RNA viral desempenha trés papéis
importantes para a replicagao viral: (i) como RNAm para a tradugao de todas as
proteinas virais; (ii) molde para a sintese de RNA; e (iii) material gendmico
empacotado dentro das particulas virais recém sintetizadas (Lindenbach et al.,

2007).

A eficiéencia da traducdo pode ser o primeiro determinante da
infectividade dos flavivirus. Portanto, esses virus utilizam diversos mecanismos
para o processo de tradugao, incluindo estruturas especializadas dentro das
regides nao codificadoras (RNC) 3’ e 5’. A tradugao é dependente da estrutura
cap tipo | e inicia com o scanner ribossomal. O cdédon de iniciagdo para muitos
flavivirus transmitidos por mosquitos nao apresentam o motivo Kozak, onde se
observa frequentemente a presenca de multiplas sequéncias AUG proximas
umas das outras (sequéncias in-frame). Para ajudar a sele¢cdo do sitio de
iniciacdo, o VDEN aparentemente utiliza uma pequena estrutura em grampo
(do inglés hairpin) no gene C para induzir a parada do ribossomo no cédon de
parada AUG (Clyde & Harris, 2006)

Uma unica cadeia de leitura codifica uma grande poliproteina de
aproximadamente 3.400 aminoacidos (aa), que € clivada co- e pos-
traducionalmente por proteinas de origem celular e viral em dez proteinas,
sendo trés estruturais e sete nao-estruturais (ICTV, 2005; Lindenbach et al.,
2007). A sequéncia da traducao da poliproteina dos flavivirus foi confirmada
com base no mapeamento da tradugao de células infectadas pelo Virus kunjin

(VKUN) (Scheader & Westaway, 1988), na qual o processamento completo se
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da em torno de 17 minutos estendido a 30 minutos devido aos processos de
clivagem pés-traducional (Westaway et al., 2003).

Na poliproteina, as proteinas estruturais C-prM-E localizam-se na
porcdo N-terminal e sdo seguidas das proteinas nao-estruturais NS1-NS2A-
NS2B-NS3-NS4A-NS4B-NS5 (Chambers et al., 1990; Lindenbach & Rice,
2003). A peptidase do hospedeiro é responsavel pela clivagem entre as
jungdes C/PrM, PrM/E, E/NS1 e 2K-NS4B. A protease serina codificada pelo
virus é responsavel pela clivagem entre as jungboes NS2A/NS2B, NS2B/NS3,
NS3/NS4A, NS4A/2K e NS4B/NS5. A enzima responsavel pela clivagem
NS1/NS2A ainda permanece desconhecida. Uma proetase similar a furina
presente no complexo de Golgi (CG) faz a clivagem da Pr/M durante o
processo de maturacao da particula viral (Figura 3) (Lindenbach et al., 2007).

A sintese do RNA viral ocorre na membrana do reticulo
endoplasmatico (RE) perinuclear, e pode ser detectada trés horas pos-infeccéo
(Lindenbach & Rice, 1997). Ap6s a traducdo do RNA gendmico, a sintese do
RNA comeca com a formacado da fita negativa complementar que é usada
como molde para a sintese do RNA viral de polaridade positiva. Estas fitas séo
sintetizadas por um mecanismo semiconservativo envolvendo intermediarios
replicativos, contendo regides de fitas duplas, bem como moléculas de fita
simples nascente e formas replicativas (moléculas de RNA duplex) (ICTV,
2005). A sintese do RNA viral é assimétrica, com o acumulo da fita RNA
positiva em relacéo a fita molde (RNA negativa) (Cleaves et al., 1981; Muylaert
et al., 1996). Para a maioria dos flavivirus esse RNA viral metabdlico tem sido

descrito como: RNA genémico; uma forma intermediaria constituida por dupla-
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fita; e uma populacdo heterogénea da sintese intermediaria, que comumente
apresenta regides duplex e o RNA padrdo recém-sintetizado. Essas duas

ultimas formas sao reconhecidas como precursores do RNA genémico (Chun &

Westaway, 1985).

(A) Genoma dos Flavivirus

Cap.j%:' RNA viral J
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- Poliproteina -
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pr furina presente no CG

Topologia das proteinas virais na membrana do reticulo endoplasmatico

Citoplasma

(B)

Lumen do RE

Figura 3 — (A) Apresentacao esquematica do genoma e processamento das poliproteinas dos
integrantes do género Flavivirus. (B) Topologia € interagéo dos flavivirus ao nivel da membrana

do reticulo endoplasmatico. Fonte: (A) adaptado de ICTV, 2005; (B) Lindenbach et al., 2007.
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Durante a montagem das particulas virais, sdo observadas ao
microscopio eletrbnico mudancas nas membranas das células infectadas,
principalmente, na regido perinuclear. Inicialmente, ocorre a proliferacédo da
membrana do RE, seguido da formacgao de estruturas de membranas densas,
que sao grupamentos de vesiculas de 70 a 200 nm de diametro, contendo
material eletrondenso dentro do lumem do RE rugoso. Essa estrutura continua
acumulando ao longo do processo de infeccdo, quando elas tornam-se
adjacentes dando origem a uma nova estrutura: aglomeragdo de membranas,
que parece ser continua com o RE. O RNA viral acumula em associacédo as
vesiculas empacotadas na regido perinuclear (Lindenbach et al., 2007).

As proteinas virais NS2B e NS3 localizam-se nas membranas
aglomeradas para o processo de reorganizacdo da membrana, muito embora
estruturas subcelulares distintas estejam dedicadas ao processamento da
poliproteina versus sintese da replicagdo, resultando no acumulo de particulas
virais dentro dos compartimentos do RE. Os virions nascentes sao, entao,
transportados, através das vias secretérias, até a superficie celular. O estagio
tardio da maturacédo viral estda associado ao processamento da PrM e da
proteina C, bem como a glicosilacdo das proteinas E e PrM num mecanismo
similar da glicosilagdo das proteinas celulares. Finalizando o processo, as
particulas virais maduras sao liberadas por exocitose (Figura 4) (Lindenbach et

al., 2007).
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Figura 4 - Esquema da replicagdo viral dos flavivirus.
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1.6. GENOMA DOS FLAVIVIRUS

1.6. GENOMA DOS FLAVIVIRUS

O genoma dos flavivirus apresenta uma unica matriz de leitura aberta
(Open Reading Frame - ORF), que é flanqueada por duas RNC, 5RNC e
3’RNC, com aproximadamente 100 nucleotideos (nt) e 350 a 700 nt,
respectivamente. Sao reconhecidos dez genes seguidos no sentido 5-3: C-
prM-E-NS1-NS2A-NS2B-NS3-NS4A-NS4B-NS5 (Figura 3) (Rice et al., 1985;
Chambers et al., 1990; Lindenbach et al., 2007).

As RNCs no RNA gendmico de flavivirus podem estar envolvidas na
iniciacdo da sintese de RNA de sentido negativo e em muitos processos podem
estar relacionadas com a mudanca na sintese do RNA de sentido negativo
para a producdo de RNA viral da progénie (sentido positivo). Ademais, as
RNCs podem também desempenhar um importante papel no empacotamento
dos virions nascentes e conter sequéncias nucleotidicas requeridas para iniciar
a traducao (Markoff, 2003).

Quando se compara a extensao das RNCs dos flavivirus, nota-se
que algumas 5’RNC sao extremamente pequenas. De modo geral, a 5RNC
dos flavivirus transmitidos por mosquitos sdo menores quando comparadas
com as 5’RNC de flavivirus transmitidos por carrapatos (Quadro 2) (Markoff,
2003).

A extensdo das 3'RNCs dos flavivirus esta diretamente ligada a

presencga ou auséncia de uma cauda poli(A). A perda dessa cauda poli(A) em
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algumas espécies virais € causada por delecbes das sequéncias que

flanqueiam essa estrutura (Markoff, 2003).

Quadro 2 - Comparagdo dos tamanhos nucleotidicos das 5 e 3'RNCs no

genoma de alguns flavivirus (Adaptado de Markoff, 2003).

Virus 5'RNC (nt) | 3'RNC (nt) Genoma (nt)
VDEN-1 cepa WP74 97 466 10.736
VDEN-2 cepa NGC 89 451 10.723
VDEN-3 cepa H87 93 432 10.696
VDEN-4 cepa 814669 101 384 10.649
VEJ cepa JaOARS5982 95 585 10.976
VNO CEPA NY99 96 631 11.029
VEMV 95 614 11.014
VFA cepa 17D 118 511 10.862
VTBE cepa Sofjin 131 518 10.894
VTBE cepa Neudorfl 132 764 10.469
VPOW 111 480 10.839
VCFA 113 559 10.695

1.6.1. Regiao nao-codificante 5’

A regido 5’RNC tem por caracteristica ndo ser completamente

conservada entre os flavivirus, embora possam ser encontradas sequéncias
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nucleotiticas com significante homologia entre subgrupos distintos, entre virus
de um mesmo grupo sorologico e entre cepas de uma mesma espécie viral
(Brinton & Dispoto, 1988), além da formacao de uma estrutura secundaria com
tamanho, forma e estabilidade termodinamica similar aos integrantes do género
(Markoff, 2003).

A forma secundaria consiste de uma haste com uma pequena algca no
topo da estrutura e uma ramificacdo lateral. Essa estrutura trata-se do
pareamento de bases nucleotidicas por pontes de hidrogénio, que ¢€
invariavelmente interrompida por algcas formadas pela aposicdo de
nucleotidicos que séo incapazes de formar tais ligagdes intermoleculares. A
ramificacao lateral é formada por sequéncias 3’ terminal da 5’RNC, incluindo o
coédon de iniciacdo da ORF e por nucleotideos da porgao inicial do gene C. A
estabilidade termodindmica dessa estrutura fica em torno de -17,3 kcal (com
base na sequéncia do VESL) a -27,8 kcal (para a cepa E101 do VNO). A
conservagao dessa estrutura entre os flavivirus evidencia a possivel
participacao e relevancia da 5’RNC na replicacao viral (Markoff, 2003) (Figura
5). Por vez, uma segunda haste-algca pode ser observada (Mandl et al., 1993) .

Dentre os processos funcionais, a 5 RNC pode estar envolvida na
tradugcdo do genoma e na complementaridade da cadeia negativa, que serve
de sitio de iniciagcdo da cadeia positiva durante a sintese do RNA (Brinton &
Dispoto, 1988; Lindenbach & Rice, 2003). Ademais, estudos sugerem que
fatores hospedeiro-especificos interagem com a 5RNC (Li et al., 2002;

Yocupicio-Monroy et al., 2003).
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Figura 5 - Estrutura secundaria da 5’RNC do VNO. Nucleotideos sdo numerados (seta) a partir
do terminal 5, excluindo o cap (5-m’G) (amarelo). Nucleotideos da ORF comegam a partir do

nucleotideo niumero 96 e sdo mostrados em verde. Fonte: Brinton & Dispoto, 1988.

1.6.2. Regido ndo-codificante 3’

A regiao 3'RNC exibe uma grande variabilidade no género, no
entanto, apresenta sequéncias conservadas entre os flavivirus transmitidos por
mosquitos, sendo estas diferenciadas das sequéncias observadas no genoma
dos flavivirus transmitidos por carrapatos (ICTV, 2005). Essa variabilidade é
determinada por diferengas no tamanho da regido 3’'RNC, que é determinada
pela insercado ou delegdo de sequéncias repetidas na porcao inicial, o que
contrasta com a regido altamente conservada da porcdo final, quando se

comparam virus do mesmo sorocomplexo/grupo (Poindinger et al., 1996).
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A maior estrutura de similaridade entre os flavivirus é reconhecida
como 3’ haste-alga (do inglés 3 stem loop - 3'SL) - formada por
aproximadamente 30 pontes de hidrogénio -, que difere na sequéncia primaria
entre os flavivirus transmitidos por mosquitos e os transmitidos por carrapatos
(Tilgner et al., 2005; Markoff, 2003; Yu & Markoff, 2005) e apresenta uma
estabilidade térmica em torno de 40 a 45,2 kcal (Khromykh et al., 2001b;
Markoff, 2003). Estudos com VNO e VDEN-2 revelaram regides funcionais
virus-especificas e hospedeiro-especificas dentro da 3'SL (Tilgner et al., 2005;
Yu & Markoff, 2005). Outrossim, a regido 3'SL pode interagir com muitas
proteinas de relevancia funcional, ativando as polimerases virais NS3 e NS5
(Chen et al.,, 1997a; Cui et al., 1998). Uma pequena haste-alga adjacente,
caracteristica da 3’'RNC dos flavivirus, € observada entre os nucleotideos 90 a
100, sentido 3'>5’, a partir do terminal 3’ do genoma (Markoff, 2003) (Figura
6).

Na porgdo mais proxima do terminal 3’ localiza-se o
pentanucleotideo 5’-CACAG, que faz parte de uma regido ndo-pareada dentro
da estrutura 3’'SL (Hahn et al., 1987). A fungcdo do pentanucleotideo no ciclo
replicativo dos flavivirus ainda ndo é conhecida, mas ha hipbéteses que
sugerem sua participagao na ligagéo celular ou de proteinas virais na estrutura
3’SL durante a sintese do RNA (Khromykh et al., 2001a) (Figura 6).

No sentido 5’ terminal, uma regido de 25 nt, reconhecida como
CS1, é bem conservada entre os flavivirus transmitidos por mosquitos e
apresenta uma regido pareada complementar (5’CYC) no inicio do gene do

capsidio (gene C). A complementaridade entre essas sequéncias para a
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ciclizacdo é essencial para a replicagao dos flavivirus e é requerida para a
selecao do molde de RNA para a sua sintese, no entanto a ciclizacdo do
genoma aparentemente ndo esta envolvida no processo de traducéo
(Lindenbach et al., 2007). A CS1 nao esta presente no genoma dos flavivirus
transmitidos por carrapatos e nao € totalmente conservada entre os virus de

um mesmo grupo (Markoff, 2003).
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Figura 6 — Estrutura secundaria preditiva da 3’'SL na 3’RNC dos flavivirus VDEN-2 e VNO. Em

negrito, destaca-se o pentanucleotideo 5-CACAG-3’. Fonte: Markoff, 2003.

Uma ou duas copias de uma segunda sequéncia conservada -
CS2 e RCS2 - também podem ser encontradas em alguns flavivirus
transmitidos por mosquitos, mas nao esta presente na 3’'RNC de flavivirus
transmitidos por carrapatos (Hahn et al., 1987). Dele¢gées na CS2 ou RCS2
tornam os virus viaveis, mas altamente atenuados (Alvarez et al., 2005a; Lo et

al., 2003).
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A CS2 localiza-se proximo ao terminal 3’, entre os nucleotideos
12 a 22 a frente da CS1 (sentido acima, 3'»5’) referente aos genomas do
VDEN, VFA e dos virus do grupo VEJ. A sequéncia de 20 nt da CS2 é
completamente conservada entre os virus do grupo da encefalite japonesa
(VEMV, VNO e VKUN) e entre os quatro sorotipos do VDEN, exceto por uma

substituicdo simples (G—U) no genoma do VDEN-3 (Figura 7) (Markoff, 2003).

cs1 cs2
Consenso AGCAUAUUGACACCUGGGAA-AGAC Consenso GGACUAGAGGUAGAGGAGACCC
VEMV e A.... VEMV e e
VNO i U-.... VNO e
VEJ i U.... VEJ i
VDEN-1 ... ...... Go—o oo G-.... VDEN-1 i
VDEN-2 ... .... G- oo G-.... VDEN-3 ... ... .... Uoooooooot
VFA Coo . G.-A..... - VFA B U

CS3 e RCS3 NA 3”’RNS DO VEMV
CSs3 CCCCAGGAGGACUGGGUUACCAAAGCUG
RCS3 e AA...... C.

REPETICOES EM SERIE NA 3°RNC DO VFA
1 *UAACCGGGAUACAAACCACGGGUGGAGAACCGGACUCCCCACA

Figura 7 — Sequéncias nucleotidicas de alguns motivos conservados na regido 3’'RNC do
genoma de flavivirus transmitidos por mosquitos. Delegbes na CS1 s&o representadas por
ponto (.). Substituicbes nucleotidicas encontram-se destacadas em azul e sublinhadas. Em
vermelho, destaca-se a 3'CYC na CS1. Legenda: VDEN-1 = Virus do dengue sorotipo 1;
VDEN-2 = Virus do dengue sorotipo 2; VEMV = Virus da encefalite Murray Valley; VEJ = Virus
da encefalite japonesa; VFA = Virus da febre amarela; VNO = Virus do Nilo Ocidental;. Fonte:

Adaptado de Markoff, 2003.
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Nao ha repetigdes da CS2 (RCS2) no genoma do VFA. Ao invés,
existem trés repeticdbes em série proximas da extremidade 5 da 3’'RNC. A
primeira dessas repeticoes apresenta 40 nt no genoma do VFA cepa 17D e
inicia no sentido 5°—»3’ do terceiro codon de parada encontrado no terminal 3’
de sua ORF (Figura 7). Muito embora a segunda repeticdo seja quatro
nucleotideos maior que a primeira, apenas cinco nucleotideos diferem entre os
dois segmentos. Similarmente, o terceiro segmento difere do primeiro em
quatro nucleotideos (Markoff, 2003).

Nos virus do sorogrupo da encefalite japonesa existe um par
adicional de repeticbes no sentido 3’—»5 da CS2 e RCS2 na 3'RNC,
designadas de CS3 e RCS3. Esses segmentos apresentam 28 nt de
comprimento. O segmento RCS3 situa-se a partir do nucleotideo 153 (referente
ao terminal 5 da 3’'RNC), apés o cédon de parada da ORF do VEMV. Séao
observados apenas dois nucleotideos diferentes entre as CS3 e RCS3 do
VEMV (Markoff, 2003) (Figura 8). Segundo Proutski e colaboradores (1997), as
3'RNCs dos flavivirus podem formar uma estrutura secundaria, descrevendo
trés regides dentro dessa estrutura caracterizada como elementos centrais: (i)
A regido | consiste de sequéncia nucleotidica, que apresenta grande
variabilidade nucleotidica, localizada no sentido 3'=>5" da CS1, CS2 e RCS2 no
genoma dos flavivirus transmitidos por mosquitos; corresponde, em todos os
flavivirus, a um grande grampo com uma grande ramificagao lateral haste-alga,
ou, em alguns casos, uma al¢a no lado 5 do grampo principal; (ii) A regiao Il

inclui a CS2 e RCS2 e apresenta uma estrutura secundaria distinta entre
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grupos de flavivirus; (iii) A regiao lll inclui a CS1 e a 3’SL (Proutski et al., 1997;

Markoff, 2003).
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Figura 8 — Caracteristicas das regides nao codificantes (RNCs) dos flavivirus transmitidos por

mosquitos, destacando as sequéncias conservadas na 3’'RNC (CS1, CS2, RCS2, C3, RCS3),

as sequéncias envolvidas na ciclizagdo do RNA — 5’'CYC, 3'CYC — e as repeticdes em série

presentes no genoma do VFA. Linhas horizontais representam as sequéncias nucleotidicas

alinhadas das 5’RNC (lado esquerdo) e 3’'RNC (lado direito) do virus VDEN-2, VDEN-4, VEJ),

VEMV, VNO e VFA. Tragos verticais voltados para cima representam o cédon de iniciagao,

AUG, para a tradugdo da ORF, enquanto que os tragos verticais voltados para baixo

representam os codons de parada. A estrutura 3’ haste-alca (3'SL) esta representada no

terminal 3’. Legenda: VDEN-2 = Virus do dengue sorotipo 2; VDEN-4 = Virus do dengue

sorotipo 4; VEMV = Virus da encefalite Murray Valley; VEJ = Virus da encefalite japonesa; VFA

= Virus da febre amarela; VNO = Virus do Nilo Ocidental. Fonte: Adaptado de Markoff, 2003.
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1.6.3. Ciclizacdo do RNA viral

A primeira sequéncia gendmica completa de um flavivirus foi
publicada em 1985, por Rice e colaboradores. Esses autores notaram que as
extremidades 5'- e 3’-terminal do genoma do VFA cepa 17D eram parcialmente
homologas a uma regido complementar no VNO. Em ambos os genomas foi
observado que; (i) dois nucleotideos 5-terminal (5’-AG) eram complementares
a dois nucleotideos 3’-terminal (3'UC); e (ii) a presenga de uma pequena regiao
de cinco nucleotideos idéntica entre os segmentos proximais do 3’-terminal do
RNA sentido positivo e o 3’-terminal RNA sentido negativo de cada um dos

virus: as sequéncias 3’ UGUGU na 3'RNC e a sequéncia 5-ACACA na 5RNC

(Figura 9).

VFA (+) 5° AAAUCCUGUGUGC . . . AACACAAAACCAgI 3”
(-) 3~ [UCAUUUAGGACACACG . . . UUGUGUUUUGGUGAI5*

VWN (+) 5° @AGUUCGCCUGUGUG .. AACACAGGAU 37
) 3° UCAAGCGGACACAC . . . UUGUGUCCUAGA|5-

VEMV () 5’ CGUUCAUCUGCGUGAGC . . . GAGAAGACCACAGGUS’
) 3° GCAAGUAGACGCACUCG . . . CUCUUCUGGUGUCCUGA |5 *

VDEN-3 ) 5° UGUUAGUCUACGUG . . . AUCAACAGGUUS’
(-) 3 [UCAACAAUCAGAUGCAC . . . UAGUUGUCCAAGA 5~

VKUN (+) 5° @AGUUUAUCUGUGUGAAC . . . GGUUCGAGAACACAGGA 3’
) 3° UCAAAUAGACACACUUG . . . CCAAGCUCUUGUGUCCUAGA|5 ~

VJE (+) 5° GUUUAUGUGUGUGAAC . . . GAGGAAGAACACAGGAU 3’
) 3° UCAAAUAGACACACUUG . . . CUCCUUCUUGUGUCCUAGA 5 *

Figura 9 — Sequéncias nucleotidicas dos terminais 5'- e 3’- de alguns flavivirus transmitidos por
mosquitos, mostrando alinhamento entre o genoma de RNA sentido positivo e o RNA
complementar sentido negativo. Dinucleotideos conservados nas extremidades 5 e 3’ séo
mostrados nas caixas em vermelho. A sequéncia semiconservada pentanucleotidica, ACACA,
€ mostrada em destaque (negrito) nas extremidades 3’-terminal dos RNA sentido positivo e

negativo. Fonte: Markoff, 2003.
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A anadlise do genoma de flavivirus mostrou que os pares
dinucleotidicos complementares das extremidades do RNA viral (5’-AG/UC-3’)
sao altamente conservados entre os flavivirus transmitidos por mosquitos e por
carrapatos, mas nao sao conservados para o flavivirus de insetos, tal como o
VCFA (5-GU e GC-3’). Por outro lado, a sequéncia pentanucleotica 5-ACACA-
3’ e sua sequéncia complementar ndo é conservada em posi¢gées analogas nas
3’'RNC e 5’RNC nos genomas de diversos flavivirus (Markoff, 2003). Além de
participar da formacao da ciclizagdo do RNA viral, a sequéncia 5-ACACA
também pode atuar como sitio de reconhecimento para a polimerase viral que
pode ser usada durante a sintese do RNA sentido positivo ou negativo (Rice et
al., 1985).

A estrutura secundaria do RNA dos flavivirus foi inicialmente
descrita por Hahn e colaboradores (1987), observando a complementaridade,
entre sequéncias conservadas da 5’RNC e a regidao conservada que precede o
3’'SL, designadas de sequéncia de ciclizagao (CYC). Com isso, foi sugerido que
o pareamento entre as 5’CYC e 3’'CYC pode, em teoria, permitir a formagao da
ciclizacdo do RNA, que ocorre provavelmente durante as fases de sinteses do
RNA viral (Figura 10). Essa conformagao supostamente permitiria a polimerase
viral se ligar em ambas as extremidades do RNA molde simultaneamente,
gerando copias do genoma viral (Hahn et al., 1987). No entanto, a funcgéo
dessa estrutura secundaria dos RNA gendmicos dos flavivirus durante a
replicacéo viral s6 foi possivel ser comprovada com o estudo de Khromykh &

Westaway (1997).
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Figura 10 — Estrutura de ciclizagdo do RNA dos flavivirus, mostrando as sequéncias
conservadas de ciclizagdo (5'CYC, 5’SCy, 3'CYC e 3'SCy) e estrutura secundaria das 5’RNC
(SLA, SLB e cHP) e 3'RNC (3 SL). Legenda: SLA=estrutura principal da 5’RNC, SLB=segunda
haste-alca da 5’RNC; cHP=Harpain da regido do capsidio. Fonte: Adaptado de Villordo &

Gamarnik, 2009.
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A 3'CYC é comum a todos os flavivirus e apresenta localizagao
variavel entre as posi¢coes 99 a 112 em relagdo ao terminal 3' do genoma
(Quadro 3) e esta incluida dentro da CS1 (Figura 8) que também ¢é
semiconservada entre os genomas dos flavivirus transmitidos por mosquitos
(Mandl et al., 1993). Estudos utilizando programas computacionais de analise
de genoma demonstraram que o pareamento de bases ocorre entre a 5’CYC
(5-UCAAUAUG-3’) e a 3'CYC ¢é através de ligagcbes covalentes e esse
pareamento € essencial para a replicagao viral (Westaway et al., 2003). Para o
genoma dos flavivirus transmitidos por carrapatos, duas 5CYC em potencial
foram identificadas, sendo designadas C1 (5-GGAGAACAAGA-3’) e C2 (5'-
GGGGCGGUCCC-3’), mas essas sao distintas das 5CS dos flavivirus
transmitidos por mosquitos (Quadro 3) (Khromykh et al., 2001b; Mandl et al.,
1993).

Mathews e colaboradores (1999) analisando a sequéncia dos
VKUN e outros flavivirus transmitidos por mosquitos, além dos VTBE e VCFA,
pelo programa MFOLD, revelou que o genoma de todos os flavivirus contém
complementaridade, com polaridade trans, entre as 5CYC e 3'CYC. Essa
estrutura pode ser ainda mais estabilizada pela presenca de nucleotideos
adicionais nao-conservados de um segmento rico em pirimidinas, localizado no
sentido 3’—»5 da 5'CYC, que sao complementares a uma regido rica em
purinas, situadas proximas a 3’'CYC, totalizando 11 ou 12 pareamento de bases
que possibilita a ciclizacdo do RNA dos VFA, VEMV, VNO e VDEN-2, formada
por uma estabilidade termodinédmica de -9,1 kcal (para o VEMV) a -2,3 kcal

(para o VFA). Essa energia livre é suficiente para a formacao da estrutura
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secundaria do RNA viral, tendo por base a ciclizagdo dos flavivirus que requer

condigdes fisioldgicas mais baixas (Hsu et al., 1973).

Quadro 3 - Localizagao das posi¢coes das sequéncias de ciclizagao (CS) no

genoma de flavivirus (Markoff, 2003).

' CODON DE ~ ,
VIRUS NIOACAG LOCALIZACAO DA CS GENBANK
KON - 5 CYC (137) _ UCAAUAUG D00246,
7 3 CYC(-104)  AGUUAUAC 124511
= 5 CYC (136)  UCAAUAUG
= VI 9 3 CYC(-111)  AGUUAUAC M10370
2 5 CYC (136)  UCAAUAUG
2 VEWY 96 Y OYG (111 AGUUAUAG NC000943
5 5 CYC (137)  UCAAUAUG
s VNO 97 3 CYC (-105)  AGUUAUAC M12294
= ] 5 CYC(118)  UCAAUAUG
£ VDENA 81 3 CYC (-103)  AGUUAUAC M87512
2 5 CYC (134)  UCAAUAUG
E VDEN-2 97 3 CYC (-103)  AGUUAUAC M20558
5 CYC(132)  UCAAUAUG
2 VDEN-3 94 3 CYC (-103)  AGUUAUAC M93130
5 ] 5 CYC (136)  UCAAUAUG
S VDEN4 102 > oY (98, AGUUAUAG M14931
T 5 CYC (156)  UCAAUAUG
VFA 119 3 OYC (113 AGUUAUAG NC002031
5 (169) CCCCGUUCUGG
VCRA 114 3(-134) GGGGCA-GGUC M91671
14 5'CS ‘D’ (149) GCCAGGG Vo671
3 CS“C’ (-471) CGGUCCC
5 C2 (164) GGGGC®®UccC
=  VIBE 133 3 C2’ (-193) CCCCAGGGG U27495
o y GG
5 C2 (136) GGGGGCEeUCC
g veow 112 3 C2 (189)  GOGOCGAGG L06436
=9 5' C2 (160) GGGGGC®euce
@]
Gz VU 130 3C2'(-193)  CCCCCo-AGG Y07863
C
R 5 C1(115) GGAGAACAAGA
o & VIBE 133 3 C1 (-81) CCUCUUGUUCU U27495
§ 5 C1(88) GGAGAACAAGA
z  veow 112 > o1 (81) cueLLGLLAL L06436
T 5 C1(112) GGAGAACAAGA
VLI 130 3 C1’ (-81) CCUCUUGUUCU Y07863

* — Numero da posicéo do primeiro nucleotideo do cédon de iniciacdo AUG;
** — 5 e 3 sequéncias de ciclizagdo (CYC). Em negrito, o primeiro nucleotideo de cada CYC.
Dentro dos parénteses esta indicada a posigdo do primeiro nucleotideo de cada CYC em

relagéo aos terminais 5’ e 3’ (sinal negativo) de cada genoma.
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Alvarez e colaboradores (2005b) mostraram uma segunda
sequéncia de ciclizagcao na 5’RNC (5'SCy) que provavelmente participa da
estrutura de secundaria do RNA viral, que esta localizada no sentido 3'—»5’ do
cddon de iniciagdo AUG, na segunda haste-alga. Essa 5° SCy é complementar
a uma regido presente dentre da 3’SL, a 3’'SCy (Figura 10).

Baseado na localizacdo conservada das sequéncias de
ciclizagao, foi proposto que a estrutura secundaria do RNA viral apresenta duas
fungdes importantes no mecanismo de sintese do RNA: (i) promotor do
complexo da polimerase préximo do sitio iniciagdo 3’; (ii) e promover a
conformagado correta do 3'RNC durante o processo de iniciagao (Villordo &

Gamarnik, 2009)

1.7. ESTRUTURAS DAS PROTEINAS

1.7.1. Proteina do Capsidio (C)

A proteina do capsidio é altamente basica, com massa molecular
de aproximadamente 11 KDa, sendo responsavel pela formacdo do
nucleocapsidio junto com o RNA viral. Residuos carregados positivamente
estdo inseridos nas terminagdes -N e -C, separados por uma regiao hidrofébica
que media a associagao da membrana (Lo et al., 2003). A proteina C recém
sintetizada apresenta uma ancora hidrofilica C-terminal (AnchC) que serve

como peptideo-sinal para a translocagcdo da PrM. Esse dominio hidrofilico é
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clivado para a maturacdo da proteina C pela protease serina viral (Lobigs,
1993). A proteina C dobra-se dentro de um dimero compacto com cada
monémero contendo quatro a-hélices. No entanto, ndo esta claro como o
dimero da proteina C é organizado dentro do nucleocapsidio, mas a interacéo
com o RNA pode induzir dimeros de proteinas C isolados a montagem junto a

particulas ainda nao formadas (Kiermayr et al., 2004).

1.7.2. Glicoproteina de membrana (M)

A proteina precursora da glicoproteina M (PrM) com 26 KDa é
translocada para dentro do RE pelo dominio AnchC. A clivagem desse
peptideo sinal ocorre tardiamente até que a proteina serina viral seja clivada.
Este processo da coordenacgéo da clivagem da AnchC/Pr serve para atrasar o
processamento das proteinas estruturais e a produgao viral até que os niveis
da protease serina viral estejam suficientemente elevados (Chambers et al.,
1990; Nowak & Wengler, 1987). A regidao N-terminal da PrM contém um dos
trés sitios de glicosilagao e seis residuos de cisteina conservados (Chiu et al.,
2005), nos quais ha a ligagao dissulfeto (Nowak et al., 1989).

A principal fungéo da PrM é prevenir que a proteina E sofra rearranjo
por catalise acida durante o transito através da via secretoria. A conversao da
particula viral imatura para o virus maduro ocorre na via secretéria e coincide
com a clivagem da PrM nos fragmentos Pr e M pela protease furina encontrada

no CG ou por enzimas relacionadas (Stadler et al., 1997; Elshuber et al., 2003).
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A resposta imune humoral contra a PrM/M inclui anticorpos
neutralizantes e conferem protecdo em camundongos. Este fato sugere que a
clivagem entre Pr/M pode ser incompleta em uma subpopulagdo de virus
maduros e/ou que epitopos protetores podem estar localizados no ectodominio

da proteina M nas particulas virais maduras (Bray & Lai, 1991)

1.7.3. Proteina do Envelope (E)

A proteina E (53 KDa) € a maior proteina de superficie dos
flavivirus e media a ligacdo com o receptor celular e a fuséo intermembrana. E
sintetizada como uma proteina de membrana tipo I, contendo 12 residuos
conservados de Cis, que formam as ligagdes dissulfetos. Para alguns flavivirus,
a proteina E é N-glicosilada (Heinz & Allison, 2003; Lindenbach et al., 2007).

Vem sido proposto que a proteina E dos flavivirus esta envolvida
em inumeras atividades bioldgicas, incluindo adsor¢édo do virus ao receptor
celular, fusdo de membrana (Heinz & Allison, 2003; Heinz et al., 2004) e
montagem da particula viral (Li et al., 2006; Limjindaporn et al., 2009).

A proteina E €& composta de duas subunidades, cada uma
constituida por trés dominios: dominios I, Il e lll. O contato entre os monémeros
que formam o dimero ndo € continuo ao longo de todo o comprimento da
molécula, resultando em um sulco ao longo do eixo do dimero. O contato no
centro envolve sitios hidrofébicos pertencentes apenas ao dominio Il, enquanto

que o contato distal € monopolar e composto por residuos dos dominios | e Il
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de uma subunidade e a ponta do dominio Il da outra subunidade (Heinz &
Allison, 2003)

Com excecgao de duas pequenas cadeias a-hélices no dominio I,
as estruturas B-pregueadas constituem a estrutura secundaria predominante
em toda a molécula. O dominio | € formado por uma estrutura p-pregueada
com o seu eixo orientado paralelamente a membrana viral. Esse dominio N-
terminal contém duas ligacbes dissulfetos e exibe na superficie uma uUnica
cadeia de carboidrato (Heinz & Allison, 2003).

O dominio Il é projetado ao longo da superficie viral por entre as
regides transmembranas da subunidade homodimero (Lindenbach et al., 2007).
O dominio Il é constituido por duas algas descontinuas estendidas a partir do
dominio I. Uma dessas algcas é estabilizada por trés ligagdes dissulfetos e
constitui uma estrutura que interage com o sulco hidrofébico constituido por
residuos adjacentes da jungado dos dominios | e Ill da segunda subunidade.
Essa alga funciona como peptideo de fusao (Heinz & Allison, 2003).

O peptideo de fusdo, que media a inser¢céo dentro da membrana
da célula-alvo € localizado na ponta distal do dominio Il com relagao a regiao
transmembrana (Lindenbach et al., 2007), correspondendo aos aminoacidos 98
a 110 referente a proteina E do VTBE. Essa sequéncia é altamente conservada
entre os flavivirus com exceg¢ao da posi¢cao 104, que é uma Histidina (His) nos
flavivirus transmitidos por carrapatos e uma Glicina (Gli) para os virus
transmitidos por mosquitos. Ademais, outras variacbes afetam o aminoacido

107, que é uma Leucina (Leu) para a maioria dos flavivirus, mas que pode ser
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a Fenilalanina (Fen) no VPOW (Kuno et al., 2001; Ebel et al., 2001), ou uma
Cis em cepas do VEJ (Nitayaphan et al., 1990) e VDEN-2 (Blok et al., 1989).

O dominio Il contém a porcédo C-terminal da proteina e uma
estrutura em prega similar a observada nas imunoglobulinas. Uma unica
ligacao dissulfeto a conecta ao dominio | através de 15 aa (Heinz & Allison,
2003). Entre os ectodominios da proteina E e a membrana existe uma pequena
regidao composta por duas a-hélices que atravessa a membrana e que atua
como ancora para a sintese da proteina E (Lindenbach et al.,, 2007). No
dominio Ill da proteina E do VEMV (Hurrelbrink & McMinn, 2001) e VEJ (Lee &
Lobigs, 2000), bem como de outros integrantes do complexo da Encefalite
Japonesa (Gubler et al., 2007), é reconhecido a sequéncia tripeptidica RGD
(Arg-Gly-Asp) remanescente de um motivo integrina-ligante. Esse motivo
parece estar envolvido na ligagdo ao receptor celular e € o maior alvo de
anticorpos neutralizantes (Heinz & Allison, 2003; Crill & Roehrig, 2001).
Sequéncias similares ao motivo RGD também ocorrem no genoma dos virus
VFA (Van der Most et al., 1999), VDEN (Chen et al., 1997b) e VTBE (Bhardwaj
et al., 2001).

A proteina E contém antigenos conservados grupos-especificos,
que podem ser identificados pelos testes de IH e TN (Vasconcelos, 2003),
determinada, principalmente pela propriedade de hemaglutinina (Casals &
Brown, 1954). O teste de neutralizagdo de redugcdo em placa (PRNT), bem
como o TN é mais especifico e utilizado para identificar espécies virais
(Calisher et al., 1989). Quanto a indugédo da resposta imune, 19 epitopos ja

foram caracterizados, 16 dos quais estdo contidos no dominio Il. A exposicao
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da maioria dos epitopos é dependente da conformacao da proteina (Roehrig,
2003). Seis regides de neutralizagcdo foram mapeadas, utilizando anticorpos
monoclonais, em todos os trés dominios da proteina E do VTBE, muito embora
as regides presentes no dominio Il sejam fortemente bloqueadores da

adsorc¢ao celular (Crill & Roehrig, 2001).

1.7.4. Proteina ndo-estrutural NS1

A glicoproteina NS1 (46 KDa) é translocada para dentro do RE
durante a sintese e clivagem da proteina E por uma peptidase do hospedeiro
(Falgout et al., 1989; Falgout & Markoff, 1995). A NS1 é formada por
homodimeros e possui um ou dois sitios de glicosilagdo e 12 residuos de Cis
conservados que formam as pontes dissulfetos. Nao se sabe ao certo como a
NS1 desempenha o seu papel na sintese do RNA, entretanto, € nesta proteina
que estao localizados os sitios da sintese do mesmo (Mackenzie et al., 1996).
Ademais, mutacdes nos sitios N-ligantes da glicosilagdo ocasionam efeitos
drasticos na sintese do RNA (Muylaert et al., 1996).

A NS1 pode ser facilmente encontrada dentro das células
infectadas, bem como na superficie celular e é lentamente secretada pelas
células de mamiferos. Uma vez que a NS1 é altamente hidrofilica e perde o
dominio transmembrana, a natureza de sua associagdo com a membrana
ainda nao é compreendida. A funcdo da forma extracelular ainda nao foi
esclarecida, no entanto uma forte resposta humoral € ativada contra essa

proteina e os anticorpos contra a forma da superficie celular pode induzir a lise
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mediada por complemento, sendo por isso designada como antigeno fixador do
complemento soluvel (Lindenbach & Rice, 2003), sendo detectada pelo teste
de FC (Vasconcelos, 2003). Ademais, a forma extracelular foi caracterizada
como o antigeno fixador de complemento presente no soro e tecidos de
animais infectados, tendo o apice de producdo durante a fase aguda da
infeccao (Alcon et al., 2002). Anticorpos anti-NS1 especificos podem produzir a
fosforilagdo da tirosina em proteina de células infectadas pelo VDEN, o que
sugere que a NS1 pode mimetizar importantes moléculas humanas (Chang et
al., 2002).

A NS1 vem sendo alvo de ensaios sorologicos (ELISA)
desenvolvidos para sorotipagem a nivel de espécie especifica, subcomplexo

especifica, bem como complexo-especifico (Hall et al., 1995; Shu et al., 2004).

1.7.5. Proteina ndo-estrutural NS2A

A NS2A ¢é uma proteina pequena hidrofébica com
aproximadamente 22 KDa. A extremidade N-terminal € gerada pela clivagem
NS1/NS2A por uma enzima do RE néo identificada (Falgout & Markoff, 1995).
A clivagem citosdlica da jungdo NS2A/NS2B pela protease serina viral, indica
uma topologia transmembrana dessa proteina. Estudos sugerem que a NS2A
esteja envolvida no processo de montagem da particula viral (Liu et al., 2003).
Sitios subcelulares da NS2A interagem com a polimerase das proteinas NS3 e
NS5, bem como com a 3'RNC do genoma (Mackenzie et al., 1998). Portanto, a

NS2A esta possivelmente associada com a coordenacdo da mudanga do RNA
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empacotado para o RNA a ser replicado (Khromykh et al., 2001a). Ademais, a
NS2A pode agir como antagonista de interferon pela inibicdo de sua

sinalizacao (Munoz-Jordan et al., 2003).

1.7.6. Proteina ndo-estrutural NS2B

A NS2B é uma proteina associada a membrana (12 KDa), que
forma um complexo estavel com a NS3, agindo como um cofator NS2B-NS3
protease serina (Falgout et al., 1991). A atividade de cofator encontra-se numa
regido hidrofilica central conservada com 40 residuos (Chambers et al., 1993;
Falgout et al., 1993; Leung et al., 2001), flanqueada por regides hidrofébicas
gue mediam a associagao com membranas (Clum et al., 1997).

Em estudos com o VKUN, um sitio de clivagem inesperado foi
descoberto. Um peptideo sinal precede o sitio de clivagem da NS2B, mas néo
da NS2A, entretanto ambos sao clivados depois da sequéncia conservada Val-
X-Ala, onde X pode ser qualquer aminoacido, e que revela uma sequéncia
octapeptidica relativamente conservada. Essa clivagem nao-usual pode ser
mediada por uma peptidase celular com uma especificidade bem definida
(Speight et al., 1988). Ademais, durante a expressdo da proteina do virus
amarilico 17D (VFA vacinal), a clivagem do peptideo sinal precedente de NS4B

€ dependente da NS2B-NS3 protease no sitio NS2A/2K (Lin et al., 1993).
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1.7.7. Proteina ndo-estrutural NS3

A NS3 é uma proteina multifuncional (70 KDa), exercendo varias
atividades durante o processamento da poliproteina e da sintese do RNA. O
terco N-terminal dessa proteina € o dominio catalitico do complexo NS2A-NS3
protease serina, que esta localizada dentro dos primeiros 180 aa, relacionado a
triade His-Asp-Ser nas posi¢des aminoacidicas 51, 75 e 137, respectivamente
(com base na sequéncia da NS3 do VKUN), como sitios cataliticos (Li et al.,
1999). As clivagens das jungbes NS2A/NS2B, NS2B/NS3, NS3/NS4A,
NS4B/NS5, C/AnchC e NS4A/2k ocorre num sitio interno do complexo NS2B-
NS3, no qual a protease serina cliva preferencialmente apos residuos basicos
adjacentes (Lindenbach et al., 2007).

A regiao C-terminal da NS3 apresenta significante homologia com
a RNA helicase do supergrupo 2. Apesar da atividade helicase ter sido
demonstrada ou sugerida para muitos virus de RNA sentido positivo, seu papel
preciso na sintese do RNA ainda permanece desconhecido. Possiveis fungcbes
incluem ligagbes com regides da estrutura secundaria do RNA envolvidas no
modelo de reconhecimento; aumento da atividade da polimerase pela
eliminagdo da estrutura secundaria, resultando em formas duplex durante o
processo de sintese; e ativagdo com translocacdo para a remocido ou
mudangas de ligagbes de proteinas para o RNA viral. Produtos clivados
contidos nessa regidao acreditam-se formar componentes enzimaticos da RNA

polimerase (Lindenbach et al., 2007).
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A estrutura da RNA helicase apresenta trés subdominios, dois
dos quais sao conservados em todos os membros da familia helicase e esta
envolvido na hidrolise de nucleosidios trifosfato e um subdominio C-terminal,
que pode estar envolvido no reconhecimento de proteinas e RNA virus
especificos (Lindenbach et al., 2007).

A atividade RNA nucleosideo trifosfatase (NTPase) e a atividade
de extensdo do RNA tém sido demonstradas para muitos flavivirus (Warrener
et al., 1993), do mesmo modo que a atividade RNA trifosfatase (RTPase),
envolvida na desfosforilagdo da terminacdo 5 do RNA gendmico antes da
adicao do cap tipo Il. Ademais, a NS3 se liga a 3'SL em associagcao a NS5,
tendo sua atividade RTPase aumentada na presenca da NS5 (Chen et al.,

1997a; Cui et al., 1998).

1.7.8. Proteina ndo-estrutural NS4A

A NS4A é uma proteina hidrofébica (16 KDa). Seu papel na

sintese do RNA ¢ sustentado pela co-localizagdo dessa proteina com

complexos de sintese. Ademais, esta proteina esta envolvida no rearranjo da

membrana (Roosendaal et al., 2006).

1.7.9. Proteina ndo-estrutural NS4B

A NS4B (27 KDa) é uma proteina hidrofébica, resultante da

clivagem mediada pela NS2A-NS3 protease serina entre as jungdes 2K/NS4B e
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NS4B/NS5. A associagao da membrana com a NS4B pode ser independente
do peptideo sinal 2K, indicando que esta proteina seja uma proteina de
membrana politépica (Miller et al., 2006). A NS4B co-localiza-se juntamente
com a NS3 e com a fita dupla de RNA na estrutura de membrana derivada do
RE, que é presumidamente o sitio de sintese do RNA. De modo similar, a
NS4A, a NS4B pode bloquear a sinalizagdo do tipo | de interferon (Muhoz-

Jordan et al., 2005).

1.7.10. Proteina ndo-estrutural NS5

A NS5 é uma proteina multifuncional (103 KDa) altamente
conservada tanto em tamanho como na sequéncia nucleotidica entre os
flavivirus; apresenta atividades metiltransferase (MTase) e de RNA polimerase
dependente de RNA (RdRP). A regiao C-terminal da NS5 exibe homologia com
a MTase dependente de S-adenosil-metionina (SAM), sugerindo que essa
proteina esteja envolvida na modificacdo do cap 5’ (Koonin, 1993). A atividade
de polimerase da NS5 tem sido confirmada com NS5 recombinante
(Ackermann & Padmanabhan, 2001; Guyatt et al., 2001). O complexo NS3-NS5
pode estimular as atividades NTPase e RTPase da NS3 (Cui et al., 1998) e se
liga ao 3'SL do RNA gendmico (Chen et al., 1997a). A NS5, especialmente a
forma fosforilada, € encontrada no nucleo das células infectadas, podendo
estar envolvida na ativacdo e secregcdo da interleucina-8 (IL-8), citocina
envolvida com o recrutamento de células inflamatérias para o sitio de infeccéo,

0 que agrava a infecgao viral (Lindenbach et al., 2005).
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1.8. FILOGENIA E EVOLUGCAO DOS FLAVIVIRUS

Diversos estudos filogenéticos tém possibilitado uma melhor
compreensao sobre a natureza evolutiva dos flavivirus, bem como colaborado
para o entendimento da epidemiologia molecular e disperséo global desses
virus (Kuno et al., 1998; Gubler et al., 2007).

A comparagcdo de sequéncias do gene NS5 de 71 flavivirus
permitiu avaliar a relagdo filogenética entre esses virus com base na
divergéncia genética (Adiv). Um grupo € designado com base num valor de
bootstrap acima de 95% e associagdo comum entre hospedeiro vertebrado e
vetor. Um clado é definido como um grupo de flavivirus que apresenta um valor
de bootstrap a partir de 69% ou uma elevada identidade nucleotidica (Calisher
et al., 1989; Zanotto et al., 1996). A espécie viral é definida como uma classe
de virus com identidade nucleotidica maior que 84%, baseada nas diferencas
entre duas cepas de uma mesma espécie viral (Kuno et al., 1998; Gaunt et al.,
2001). Arvores filogenéticas baseadas na sequéncia aminoacidica da proteina
NS5 apresentaram resultados similares da analise nucleotidica com relagao a
subdivisdes em grupos, clados e espécies virais (Kuno et al., 1998; Gubler et
al., 2007).

As andlises filogenéticas do gene NS5 e ORF demonstraram a
associagdo de quatro grandes grupos de associagcdo entre os flavivirus: os
flavivirus transmitidos por mosquito, por carrapatos, os agentes zoonéticos com
vetores ainda desconhecidos e o flavivirus de insetos (Figura 11) (Kuno et al.,

2009).
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Flavivirus Transmitidos
por Mosquitos

Havivinus transmitidos
pPOr carrapato

>69% Haviviinus
de insetos

Figura 11 - Representagdo da arvore filogenética dos flavivirus, subdivididas nos quatro

principais grupos: flavivirus transmitidos por mosquitos (verde), flavivirus transmitidos por
carrapato (azul), agentes zoonoéticos com vetor desconhecido (amarelo) — e os flavivirus de

insetos (vermelho) Fonte: Adaptado de Kuno et al., 1998; Kuno et al., 2009.

O grupo dos flavivirus transmitidos por mosquitos inclui nove
clados: (i) grupo da encefalite japonesa: VKUN, VNO, VEJ, VEMV, Cacipacoré
- VCPC; (ii) o grupo representado pelos virus Kokobera (VKOK) e Strateor; (iii)
o grupo constituido pelos flavivirus VBSQ, VIGU, VNJL e Aroa (VAROA); (iv)
grupo Ntaya, no qual estdo incluidos os flavivirus brasileiros VROC e VILH; (v)
grupo do virus Zika (VZIK); (vi) grupo do VDEN; (vi)) o grupo do VFA
representada pelas cepas do VFA e o virus Sepik (VSEP); (viii) o clado que
inclui trés virus de vetor desconhecido, que perderam a capacidade de serem
transmitidos por mosquitos ou que ndo foram completamente estudados:
Entebbe bat (VENT), Sokoluk (VSOK) e Yokose (VYOK); (ix) e o clado que

contém os virus Banzi (VBAN), Bouboui (VBOU), Edge Hill (VEH), Jugra
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(VJUG), Saboya (VSAB), Wesselsbron (VWESS) e Uganda S (VUGS) (Gubler
et al., 2007).

Gaunt e colaboradores (2001) realizaram uma analise conjunta da
sequéncia parcial do gene NS5 e do gene E, sugerindo a subdivisdo dos
flavivirus transmitidos por mosquitos, correlacionando os géneros dos vetores
Culex sp. e Aedes sp., os principais hospedeiros vertebrados (aves, roedores e
primatas) e o tropismo viral nas infeccbes humanas (neurotrépicos e
viscerotrépicos). Os flavivirus pertencentes ao grupo Aedes estdo associados a
doengas hemorragicas e a hospedeiros mamiferos, enquanto que a maioria
dos integrantes do grupo Culex (20 dentre os 21 virus) é responsavel por
encefalites e estdo associados as aves, como principal hospedeiro, e equinos.

Os flavivirus transmitidos por carrapatos encontram-se divididos
em dois clados (Kuno et al., 1998; Gubler et al., 2007). Estudos mostram
associacgao dos clados dos flavivirus transmitidos por carrapatos com possiveis
hospedeiros vertebrados: roedores e aves marinhas, respectivamente, no qual
o VTBE encontra-se no clado associado aos roedores (Gaunt et al., 2001).

Os flavivirus com vetor artropode desconhecido apresentam
relacdo filogenética estreita com seus hospedeiros. Portanto, o grupo dos
flavivirus de vetor desconhecido foi subdividido em trés clados, nos quais os
dois primeiros agrupam os virus associados a roedores e o terceiro clado
agrupa virus que estao associados a morcegos (Kuno et al., 1998; Kuno &
Chang, 2005; Gaunt et al., 2001).

A caracteristica antigénica também pdOde ser correlacionada a

filogenia baseada nas sequéncias dos genes E e NS5, sendo demonstrado o
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mesmo tipo de agrupamento observado anteriormente para a classificagao dos
sorocomplexos (Kuno et al., 1998; Billoir et al, 2000; Gaunt et al., 2001; Gould
et al., 2001). Esses estudos enfatizam a ligacdo existente entre métodos
filogenéticos e antigénicos (Calisher & Gould, 2003).

Resultados similares quanto a subdivisdo filogenética dos
flavivirus baseado na analise da NS5 (Kuno et al.,1998; ICTV, 2005) foram
obtidos através da analise das sequéncias do gene NS3, proteina E e genoma
completo viral, demonstrando uma consideravel conservagao geneética entre os
flavivirus (Billoir et al., 2000; Charrel et al., 2001; Gaunt et al., 2001; Marin et
al.,, 1995; Zanotto et al., 1995). Com relacdo a 3'RNC, foi demonstrada a
mesma disposicdo organizacional para o complexo da febre amarela e o
complexo dos flavivirus transmitidos por carrapatos. Entretanto, foi evidenciada
uma maior proximidade genética dos diferentes gendétipos do VFA com o virus
Sepik (VSEP), sugerindo uma provavel origem ancestral comum desses com o
grupo do VUGS (Mutebi et al., 2003).

Ao se sugerir teorias evolutivas dos flavivirus devem ser levadas
em consideracao as relagdes geneticas observaveis, a ecologia individual das
espécies virais em natureza e a distribuicdo geografica (Gubler et al., 2007). As
andlises da base da relagao genética entre os flavivirus sugerem que o
processo evolutivo, no que tange a segregacdo de grupos virais, esta
provavelmente associada ao acumulo de mutagdes ao longo do tempo,
relacionadas a adaptacdo viral a um dado hospedeiro, culminando a uma
divisao evolutiva primaria (Blok et al., 1992; Monath et al., 1996; Zanotto et al.,

1996; Kuno et al., 1998; Billoir et al., 2000; Cook & Holmes, 2006). O principal
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fator que age sobre o direcionamento na evolugdo dos flavivirus é,
provavelmente, o mecanismo de escape da resposta imune. Entretanto, deve
ser ressaltado que muitos flavivirus sdo constantemente transferidos entre
vertebrados e artrépodes e podem se readaptar em cada passagem durante as
alternancias de hospedeiros (Lin et al., 2004).

Estudos mostram que a taxa de mutagédo ao nivel de aminoacido
dos virus transmitidos por mosquitos e carrapatos € baseada no conceito de
uma taxa evolutiva lenta nos virus transmitidos por carrapatos. De fato, a
estimativa da taxa de divergéncia aminoacidica entre os flavivirus transmitidos
por mosquitos € estimado ser de 2 a 2,5 vezes mais rapida do que no grupo
dos virus transmitidos por carrapatos (Zanotto et al., 1995; Torny et al., 2005).

Os primeiros trabalhos sobre filogenia e evolugdo dos flavivirus
basearam-se na sequéncias dos genes E, NS3 e NS5, e evidenciaram a
subdivisdo desses agentes virais em dois grandes grupos: os flavivirus
transmitidos por mosquitos e os transmitidos por carrapatos (Blok & Gibbs,
1995; Lewis et al., 1993; Gibbs & Blok, 1989). Posteriormente, as analises
filogenéticas incluiram sequéncias nucleotidicas de diferentes flavivirus
isolados de vertebrados com vetores artropodes desconhecidos, e revelam a
presenca de um terceiro grupo filogenético: o grupo dos flavivirus zoonéticos
com vetores desconhecidos (Kuno et al., 1998)

De acordo com a analise do gene NS5, Kuno e colaboradores
(1998) demonstraram que, primeiramente, um ancestral comum do género
Flavivirus, n&o identificado, deu origem a dois grupos de virus: os transmitidos

por vetores e os flavivirus de vetor desconhecido. Posteriormente, os flavivirus
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transmitidos por vetores foram subdivididos em flavivirus transmitidos por
mosquitos e flavivirus transmitidos por carrapatos. Gould e colaboradores
(2003a) complementaram essa teoria, sugerindo que os flavivirus transmitidos
por vetores originaram-se a partir dos agentes zoondéticos, que se adaptaram
aos artropodes.

Alguns dados suportam a hipétese de que os virus transmitidos
por carrapatos sao mais primitivos do que os flavivirus transmitidos por
mosquitos (Kuno & Chang, 2005), tais como os repetidos isolamentos dos
flavivirus transmitidos por mosquitos, os virus Koutango, Saboya, VNO e VFA,
em carrapatos (Monath et al., 1996; Billoir et al., 2000), além do fato observado
de que alguns virus transmitidos por carrapatos podem se replicar em
mosquitos (Lawrie et al., 2004a; 2004b).

Zanotto e colaboradores (1996), analisando o gene E, revelaram
importantes diferencas no modo de evolugdo dos dois grupos de flavivirus
transmitidos por vetores. Arvores filogenéticas que comparam flavivirus
transmitidos por mosquitos e por carrapatos mostram uma topologia
assimétrica entre os dois grupos. Os flavivirus transmitidos por carrapatos
segregam-se continuamente através do tempo, contrastando com a estrutura
de ramificagdo mais balanceada dos flavivirus transmitidos por mosquitos, em
que, num periodo relativamente longo de tempo, observou-se a intensa
ramificacdo, seguido pela extingdo de linhagens e consequente formagao de
subclados que passaram a evoluir separadamente, suportando o modelo

evolutivo de “Boom and Bust”.
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Por outro lado, o estudo evolutivo realizado por Cook & Holmes
(2006), utilizando diversos métodos de alinhamento de sequéncias
aminoacidicas (Clustal W, T-Coffee e Muscle) e analise filogenética pelo
método de maxima verossimilhanga (MV), demonstraram que as sequéncias do
gene da proteina NS3 e da ORF completas indicam uma segregacgao precoce
dos flavivirus transmitidos por mosquitos, e em separado dos virus transmitidos
por carrapatos e de vetores desconhecidos, que, por sua vez, evoluiram em
associacao. Anteriormente, mas seguindo a mesma linha de raciocinio, Billor e
colaboradores (2000), com base nas analises filogenéticas da NS3, NS5 e ORF
completas, propuseram que a posi¢cao dos clados dos agentes zoonoticos com
vetores desconhecidos, flavivirus transmitidos por mosquitos e por carrapatos
pode diferir de acordo com o gene que € usado na filogenia.

Numa analise evolutiva envolvendo os trés géneros da familia
Flaviviridae, observou-se que apenas o género Flavivirus contém arbovirus e
que alguns dos virus mais divergentes desse género nao sao transmitidos por
vetores. Este fato sugere que a condicdo ancestral dentro da familia
Flaviviridae € de que a transmissao independe de vetor e que a transmissao
por vetores € uma recente adaptagao evolutiva, o que suporta a teoria de que
0s agentes zoondtico com vetores desconhecidos foram os primeiros a
divergirem dentro do género Flavivirus (Gould et al., 2003b). Tem sido também
sugerido que esse processo evolutivo tenha ocorrido no inicio da Era do Gelo e
que vem acompanhando o desenvolvimento da civilizagdo humana ha

aproximadamente 10.000 anos (Zanotto et al., 1996; Gould et al., 2003b)
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Quanto a evolugao dentro do clado dos flavivirus transmitidos por
mosquitos, analises filogenéticas mostraram que a segregacao dos flavivirus
associados a mosquitos do género Aedes é parafilética enquanto que dos
flavivirus associados a mosquitos do género Culex € mondfilética (Billor et al.,
2000; Jenkins et al.,, 2001). Finalmente, Gaunt e colaboradores (2001)
propuseram que os virus transmitidos por Culex surgiram no Velho Mundo a

partir dos flavivirus transmitidos por Aedes.

1.8.1. Filogenia, Evolucé&o e Dispersao dos Flavivirus

E sabido que os flavivirus ocorrem em todos os continentes, com
excecdo da Antartida. Nos continentes afetados, eles podem ter sido
introduzidos muitas vezes e permanecido circulantes e estaveis em condi¢cdes
ambientais adversas. Entretanto, as espécies virais apresentam uma
distribuicdo geografica distinta (Figura 12) e sua dispersao esta estritamente
relacionada a: (i) infeccdo de diferentes hospedeiros vertebrados e/ou
invertebrados; (ii) ecologia do habitat natural em que cada virus é encontrado;
(iii) condicbes climaticas; e (iv) impacto da urbanizagcdo e do sistema de
transporte. Os dados filogenéticos ilustram claramente como a adaptagao de
cada virus em hospedeiros vertebrados e invertebrados especificos influenciam
na evolugao viral, disperséo, epidemiologia e, possivelmente, na patogénese

dos flavivirus (Gould et al., 2003b).
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Figura 12 — Mapa mundial ilustrando a distribuicdo dos flavivirus. Alguns virus sdo mostrados
mais de uma vez, enfatizando a ampla distribuicdo geografica dos mesmos. Fonte: Adaptado

de Gould et al., 2003b

A filogenia dos flavivirus sugere a ocorréncia de pequenas
peculiaridades para a compreensao do padrdo de dispersdo desses virus no
mundo. A partir da hipétese de que os flavivirus transmitidos por mosquitos se
originaram dos virus transmitidos por carrapatos, foi proposto que os flavivirus
surgiram na Africa, e ainda, que todos os flavivirus transmitidos por carrapatos
e por mosquitos divergiram a partir de um ancestral comum proveniente do
Velho Mundo (Gubler et al., 2007).

Os flavivirus transmitidos por carrapatos parecem estar
distribuidos no norte e oeste da Asia e da Europa, e possivelmente também na

Ameérica do Norte (Figura 12), com uma linhagem ancestral na porgéo oriental e
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mais espécies recentes no noroeste da Eurasia (Gubler et al., 2007). Tem sido
sugerido que esse complexo do VTBE tenha dado origem aos flavivirus
transmitidos por carrapatos que causam encefalomielite em ovelhas e cabras e
que sdo propagados, principalmente, via transporte de animais domeésticos
(Charrel et al., 2001). A auséncia de virus transmitidos por carrapatos no Novo
Mundo, com uma unica excecao (VPOW), se acredita ser devido a recente
introducao dos flavivirus nas Américas (Gould et al., 2003b).

Apesar dos flavivirus transmitidos por carrapatos apresentarem o
mesmo ancestral, observa-se que esses virus recentemente segregaram
dando origem a dois clados estreitamente associadas a manutengcdo desses
virus entre carrapatos e roedores, bem como entre carrapatos e aves
marinhas. Muitos desses flavivirus sdo transmitidos por diversas e diferentes
espécies de carrapatos, muito embora eles possam estar mais comumente
associados a uma determinada espécie. Isso explica, pelo menos em parte,
como esses virus sao capazes de apresentar, simultaneamente, ampla
distribuicao geografica no hemisfério norte (Gould et al., 2003b).

Em contrapartida, a filogenia dos flavivirus transmitidos por
mosquitos mostra uma descontinuidade no padrao evolutivo, com muito menos
confinamento geografico e freqlente extingdo de linhagens (Cook & Holmes,
2006; Gould et al., 2003b; Zanotto et al., 1996). Como consequéncia, 0s
humanos foram expostos a uma crescente diversidade de cepas de flavivirus
transmitidos por mosquitos. Esse padrao da dispersao viral pode ser derivado
de um periodo de vida relativamente curto dos mosquitos (mensurado em dias

ou semanas), bem como de outros fatores que diferenciam os mosquitos dos
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carrapatos, tais como: (i) o numero de repasto sanguineo durante o periodo de
vida e o volume de sangue ingerido; (ii) o numero de hospedeiros vertebrados
envolvidos; (iii) a mobilidade desses vetores, que € maior para os mosquitos
em relacado aos carrapatos; e (iv) a frequéncia da transmissao vertical (Zanotto
et al., 1996; Gould et al., 2003b; Lin et al., 2004). Ademais, as atividades
humanas tém demonstrado um importante papel para a dispersao dos flavivirus
transmitidos por mosquitos, tal como foi visto para o virus amarilico e a sua
dispersado do Velho Mundo para o Novo Mundo, através do trafico de escravos
(Bryant et al., 2007), além da disseminacédo global do VDEN (Twiddy et al.,
2003).

No grupo dos agentes zoondticos com vetores artropodes
desconhecidos, tanto os flavivirus associados a roedores quanto os associados
a morcegos sao equivalentemente encontrados no Velho e no Novo Mundo,
(Karabatsos, 1985). A presenca desses flavivirus tanto no Novo Mundo quanto
no Velho Mundo implica que esses virus foram amplamente dispersos logo
apos a emergéncia dos mesmos (Gubler et al., 2007).

A emergéncia e a dispersdao dos agentes zoonéticos tém sido
claramente ditadas pelos roedores e morcegos, que estdo associados a esses
virus e o0 sucesso de sua permanéncia em natureza, vem do fato que tanto os
roedores quanto 0s morcegos se agrupam em grande numero de individuos,
promovendo excelentes condicdes para a transmissdo entre os hospedeiros.
Apesar do numero limitado de isolamentos desses virus, evidéncias sugerem
que muitos desses virus ocupam areas geograficas distintas, provavelmente,

devido a estreita dependéncia das espécies de roedores ou de morcegos.
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Ademais, roedores e morcegos infectados pelos agentes zoondticos sao
capturados aparentemente saudaveis, sugerindo que esses virus infectam o
hospedeiro persistentemente, com baixos niveis de replicagdo viral e,
consequentemente, que o movimento global dos virus resulta ser relativamente

baixo (Gould et al., 2003b).

1.9. RECOMBINACAO ENTRE FLAVIVIRUS

A suspeita da ocorréncia de recombinagcao entre os flavivirus
surgiu a partir de analises individuais de diferentes genes, onde se observa
frequentes mudancas na topologia da arvore filogenética para alguns virus
(Billor et al., 2000; Gaunt et al., 2001; Gould et al., 2003b). Uma segunda
evidéncia da recombinagcao € a cerca da possibilidade de que fendtipos virais
podem ser alterados como resultado de recombinagdes, o que pode ter
permitido o aumento da viruléncia para hospedeiros mamiferos ou mesmo
resultar na alteracao da especificidade do vetor artrépode (Gould et al., 2003b).

Ao se avaliar a possibilidade da ocorréncia de recombinagao, os
flavivirus exibem alguns fatores que propiciam esse processo: (i) a dispersao
global dos flavivirus e a sobreposicdo geografica e ecologica de diversos
desses virus em diferentes regides do mundo; (ii) carrapatos e mosquitos
permanecem infectados por flavivirus durante todo o ciclo de vida, realizando o
repasto sanguineo, e isso possibilita a exposicdo a um segundo virus; e (iii)

ocorréncia de epidemias e infeccbes crénicas dos hospedeiros vertebrados -
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por exemplo, infeccado crénica de humanos pelo VTBE (Gritsun et al., 2003) e
infeccao de aves pelo VNO ou VESL (Gubler et al., 2007).

Alguns estudos de filogenia em que gendtipos séo identificados e
as vezes correlacionados com doengas severas sugerem que a evolugao dos
flavivirus seja clonal e que a divergéncia é gerada pelo acumulo de mutagoes
(Chen et al., 1990; Leitmeyer et al., 1999; Rico-Hesse, 1990). Por outro lado, as
analises das arvores filogenéticas individuais utilizando genes de qualquer
parte do genoma ou mesmo O genoma completo sao relativamente
congruentes, o que implica em sugerir que a recombinagao entre os flavivirus
ocorre entre virus relativamente proximos (Gould et al.,, 2003b). De fato,
recombinagdes homodlogas foram demonstradas para os quatro sorotipos do
VDEN (Holmes et al., 1999; Worobey et al., 1999; Tolou et al., 2001; Uzcategui
et al.,, 2001), bem como para cepas de VNO, VFA, VEJ, VESL e complexo
VTBE (Twiddy & Holmes, 2003), mostrando o importante papel da

recombinagao no processo evolutivo dos flavivirus.

1.10. FLAVIVIRUS BRASILEIROS EM ESTUDO

1.10.1. Virus Bussuquara

O VBSQ foi isolado em 1956, na floresta do antigo Instituto

Agronémico do Norte (IAN), hoje EMBRAPA, municipio de Belém, Estado do

Par4, a partir do sangue de um macaco sentinela da espécie Alouatta belzebul,
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tendo sido caracterizado antigenicamente como integrante do Grupo B dos
flavivirus, com base nos resultados obtidos por testes sorolégicos de FC e IH
(Gomes & Causey, 1959; Karabatsos, 1985).

O VBSAQ tem sido frequentemente isolado na Amazonia brasileira
em roedor silvestre Proechimys guyannensis, bem como em mosquitos
culicideos no Panama e na Colémbia (Galindo et al., 1966; Vasconcelos et al.,
1998). Apenas um relato de infeccdo humana foi descrita por Srihongse &
Johnson (1971), no qual o paciente apresentou um quadro febril agudo,
acompanhado por anorexia, cefaléia e artralgia. Até o presente ndao houve

registro de surtos (Figueiredo, 2000).

1.10.2. Virus Ilguape

O Virus Iguape (VIGU) foi isolado a partir de camundongo
sentinela exposto a picada de artropodes na mata Atlantica do municipio de
Iguape, Estado de Sao Paulo, sudeste brasileiro, em 1979 (Coimbra et al.,
1999). Antigenicamente, foi classificado como integrante do Grupo B, sendo
portanto um flavivirus. Nenhum caso de infecgdo humana foi associado ao

virus até o momento (Figueiredo, 2000).

1.10.3. Virus llhéus

O VILH foi originalmente isolado a partir do lote misto de Aedes

sp. e Psorophora sp. capturados no municipio de Illhéus, estado da Bahia, em
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1944 (Laemmert & Hughes, 1947; Karabatsos, 1985). Em 1957, o primeiro
isolamento do VILH em humanos foi obtido a partir de uma paciente que
apresentava quadro febril (Causey et al., 1961). Subsequentemente, esse virus
foi isolado de humanos e de vertebrados silvestres (morcegos e aves) em
diferentes paises da América do Sul e Central, no entanto nenhum surto
atribuido ao VILH foi registrado (Vasconcelos et al., 1998), embora haja uma
consideravel soroprevaléncia para o VILH em muitos paises tropicais, o que
sugere que a maioria das infecgdes pelo VILH é inaparente ou subclinicas
(Pinheiro et al., 1986; Pinheiro, 1994; Figueiredo, 2000).

Nos ciclos biolégicos de manutengcdo onde atuam diversas
espécies de artrépodes, tém papel como vetor a espécie Psorophora ferox,
identificada como vetor primario na Amazodnia brasileira, Colémbia, Panama e
Trinidad. Outras espécies do género Psorophora e o Aedes serratus parecem
atuar como vetores secundarios. Varios grupos de animais, tais como
morcegos, aves silvestres, macacos e equinos parecem atuar como
hospedeiros vertebrados. A infeccdo de humanos parece ser fortuita e
decorrente da exposicdo em areas silvestres (Travassos da Rosa et al., 1997;
Vasconcelos et al., 1998).

VILH e VROC sao antigenicamente relacionados, observando-se
frequentemente reagao soroldgica cruzada entre estes virus nos testes de IH. A
infecgcdo por um deles s6 pode ser determinada com precisido utilizando o TN
(Vasconcelos et al., 1998). Sendo relacionado ao VROC, o VILH apresenta
potencial encefalitogénico. O espectro clinico varia desde infecgbes

assintomaticas até quadro de encefalite. No entanto, a maioria absoluta dos
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casos de VILH registrados caracterizou-se por quadros febris, com evolugéo
média de trés dias (Vasconcelos et al., 1992; 1998). A doencga apresenta inicio
subito, com febre moderada ou elevada, por vezes acompanhada de cefaléia,
calafrios, fotofobias, artralgia, mialgias e astenia, sendo a recuperacao
completa sem sequelas (Vasconcelos et al., 1992; Travassos da Rosa et al.,
1997; Figueiredo, 2000).

Depois dos virus VDEN e VFA, o VILH é o flavivirus com maior
soroprevaléncia pelo teste de IH na Amazbnia brasileira. Ressalta-se, no
entanto, que o isolamento viral em amostras humanas € muito dificil em virtude
da maioria dos casos ocorrerem como infeccdo assintomatica ou
oligoassintomatica e apresentar curto periodo de viremia (Pinheiro et al., 1986;
Vasconcelos et al., 1998). A distribuicdo geografica do virus € ampla no Brasil e
anticorpos especificos para o VILH tém sido detectados na populagao do Vale

do Ribeira, estado de Sao Paulo (lversson et al., 1982)

1.10.4. Virus Rocio

O VROC foi isolado pela primeira vez em 1975 no litoral sul do
estado de Sao Paulo, na regido do Vale do Ribeira, a partir de tecidos de
cerebelo e medula espinhal de caso fatal de encefalite (Lopes et al., 1978a;
1978b; Karabatsos, 1985). Sorologicamente, o VROC esta relacionado aos
virus VILH, VESL, VEJ, e VEMV (Lopes et al., 1978a; 1978b; Iversson et al.,

1988; Vasconcelos et al., 1998).
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O VROC foi amplamente distribuido no Vale do Ribeira, tendo
sido endémico na regidao no periodo de 1973 a 1980. Desde a epidemia
ocorrida entre 1975-1976 (Tiriba et al., 1976; Lopes et al.,, 1978a; 1978b),
varios casos fatais adicionais foram registrados em 1985, caracterizados por
encefalite severa e associados a baixa resposta imune (lversson, 1988;
Iversson et al., 1989; Figueiredo, 2000). Fora da area epidémica, cinco casos
de infeccdo pelo VROC foram diagnosticados no estado do Parana, numa
regido proxima ao Vale do Ribeira (lversson, 1988) e oito casos como sorologia
positiva para o VROC foram diagnosticados em quatro municipios do estado da
Bahia (Straatmann et al., 1997).

Os principais sintomas gerais associados a infecgao pelo VROC
sao febre elevada de inicio subito, cefaléia, anorexia, nauseas, vomito e
mialgia. O quadro encefalitico aparece tardiamente, acompanhado por
convulsdes, disturbios dos reflexos superficiais, flacidez motora, irritacdo
meningea e sindrome cerebelar. Alguns pacientes apresentam distensao
abdominal e retencdo urinaria. A infeccdo pode causar sérias sequelas
neurologicas tais como disturbios visuais, olfatérios e auditivos, falta de
coordenacao motora, disturbio do equilibrio e da marcha, inconsciéncia e
graves apresentaram sequelas severas (Figueiredo, 2000).

O ciclo de manutengao viral com base em raros isolamentos
parece incluir aves silvestres (Zonothrichia capensis), roedores e o mosquito
Psorophora ferox, no entanto, devido a falta de consisténcia de isolamentos e
dados soroldgicos, necessita ser melhor esclarecido (Lopes et al.,, 1978a;

1978b; Vasconcelos et al., 1998). Por outro lado, a susceptibilidade do
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mosquito Aedes scapularis a infeccao oral com o VROC, sua habilidade de
transmitir o virus experimentalmente, e a sua abundancia e estrita associagao
com o homem na zona epidémica, torna essa espécie suspeita de ter também
atuado como vetor durante as epidemias ocorridas entre 1975-1976, embora
nenhum isolamento do VROC tenha sido obtido em natureza dessa espécie de

mosquito (Forattini et al., 1985).

1.11. RELEVANCIA

Muitos flavivirus sdo agentes virais, que em um contexto mundial,
sao considerados importantes patégenos humanos e com grande impacto em
termos de saude publica. De fato, varios flavivirus sdo responsaveis por
consideravel morbidade e mortalidade em humanos, bem como uma
diversidade clinica que compreende desde quadros febris agudos, encefalites e
sindromes hemorragicas (Vasconcelos et al, 1998; Barrett, 2001).

A grande variedade de vetores hematéfagos e hospedeiros
vertebrados silvestres naturais, aliado as intensas atividades antropicas com
alteracdes importantes no ambiente natural, tem proporcionado o aparecimento
de casos isolados, surtos, epidemias, bem como a emergéncia e reemergéncia
de flavivirus patogénicos para seres humanos (Srihongse & Johnson, 1971;
Travassos da Rosa et al, 1997; Vasconcelos et al, 1998; Lanciotti et al., 1999;

Monath, 2001; Gubler, 1997).
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A complexidade das interagbes dos flavivirus com os diferentes
ecossistemas existentes, bem como o amplo espectro clinico impulsionaram
varios estudos voltados para o entendimento da epidemiologia molecular
desses agentes virais. Os resultados até entdo obtidos vém permitindo
determinar a origem evolutiva, a correlagdo entre os dados epidemioldgicos e
sorologicos com as caracteristicas genéticas (Kuno et al., 1998; Gaunt et al.,
2001), bem como diferenciar genotipicamente as espécies virais e, também,
associar as divergéncias genéticas a gravidade das doencgas (Gubler, 1997),
Entretanto, esses estudos tém sido realizados pontualmente e com poucos
flavivirus.

De fato, a identificacdo de pelo menos sete gendtipos do virus
amarilico circulantes na Africa (cinco) e nas Américas (dois) e as diferencas
genéticas observadas entre esses genotipos tém gerado informagdes, que
podem explicar, por exemplo, a maior ou menor patogenicidade para o homem
(Mutebi et al.,, 2002; Vasconcelos et al., 2004). A existéncia de diferentes
populagdes genotipicas do VDEN, exibindo diferengas filogenéticas, também ja
foi associada a maior ou menor gravidade das manifestagdes clinicas durante
epidemias de FHD (Gubler, 1997; King et al., 2008).

Portanto, a exemplo dos intensos estudos genéticos sobre os
VDEN, VFA e VNO, desenvolver um estudo molecular amplo com os flavivirus
brasileiros VBSQ, VIGU VILH e VROC, envolvendo o sequénciamento
completo do genoma, a analise das sequéncias nucleotidicas e aminoacidicas,
bem como analise evolutiva, provavelmente, proporcionara um melhor

entendimento da estrutura gendmica desses virus e, ao mesmo tempo, gerar
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informacdes sobre possiveis sitios antigénicos presentes, patogénese e
aspectos evolutivos. Finalmente, os dados obtidos poderao ser utilizados em
estudos sistematicos, bem como para o desenho de iniciadores especificos que
poderao ser empregados no desenvolvimento de técnicas moleculares para o
diagnostico rapido dos mesmos, contribuindo para futuros programas de

monitoramento desses flavivirus.

1.12. OBJETIVOS

1.12.1. Objetivo Geral

Realizar a caracterizacdo molecular do genoma completo dos

flavivirus brasileiros Bussuquara, Iguape, llhéus e Rocio.

1.12.2. Objetivos Especificos

e Sequenciar a regido codificadora, bem como as regidées nao
codificantes 5" e 3" do genoma dos flavivirus Bussuquara, Iguape, llhéus e
Rocio, identificando as semelhancas e diferengas genéticas entre os virus em
estudo;

e Demonstrar a estrutura secundaria do RNA dos virus
Bussuquara, Iguape, llhéus e Rocio e comparar suas estruturas e sequéncias

conservadas com as de outros flavivirus;
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e |dentificar os sitios de clivagem, residuos de cisteina e sitio de
glicosilagdo nas sequéncias de aminoacidos das poliproteinas dos flavivirus
Bussuquara, Iguape, llhéus e Rocio;

e |dentificar os dominios e os motivos conservados das proteinas
E, NS3 e NS5 dos flavivirus Bussuquara, Iguape, lIhéus e Rocio

¢ Realizar a analise filogenética com base nos genes estruturais e
nao-estruturais, promovendo a comparagcao da regido codificante, bem como

gene por gene desses virus com outros flavivirus;
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 AMOSTRAS

Para este estudo foram utilizadas as amostras dos VBSQ, VIGU,
VILH e VROC (Quadro 4) provenientes do acervo da Seg¢ao de Arbovirologia e
Febres Hemorragicas (SEARB) do Instituto Evandro Chagas (IEC), conforme o
termo de consentimento em anexo (ANEXO I), em parceria com a equipe do
Dr. Goro Kuno, da Divisao de Doencas Infecciosas Transmitidas por Vetores do
Centro de Controle e Prevencdo de Doengas (CDC), Fort Collins, Colorado,

EUA.

Quadro 4 — Amostras virais utilizadas neste estudo, mostrando o niumero de

registro da cepa, amostra biolégica de origem e numero de passagens.

Ano de
Virus Cepa Amostra de origem Estoque inicial* Passagem*
isolamento
VBSQ Sangue de Alouatta Liofilizado de cérebro
BE AN 4073 1956 92
belzebul de camundongo
VIGU Visceras de Cérebro de
SP AN 71686 1979 52
camundongo sentinela camundongo
VILH Sangue de caso Liofilizado de cérebro
BE H 7445 1957 42
humano febril** de camundongo
VROC Encéfalo de caso de Cérebro de
SP H 34675 1975 52
encefalite humana camundongo

* amostras utilizadas no estudo;

** paciente procedente de uma colbnia japonsesa do bairro do Guama em Belém, Para.
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2.2. PROPAGACAOQ VIRAL EM CELULAS VERO

As amostras virais liofilizadas ou de suspensido de cérebro de
camundongos infectados foram propagadas em cultivos celulares mediante a
inoculagdo das suspensdes virais em garrafas de 175 cm? contendo
monocamadas confluentes de células VERO (células de rim de macaco verde
africano) mantidas em meio de manutengdo Minimum Essential Medium
(MEM,Sigma) enriquecido com soro bovino fetal a 2%. As culturas infectadas
foram examinadas diariamente até a observacao de efeito citopatico (ECP) em
70 a 75% da area da monocamada celular, quando entdo o sobrenadante das

culturas infectadas foram colhidos e usados para a obtengdo do RNA viral.

2.3. EXTRACAO DO RNA VIRAL

A obtencado do RNA viral a partir das culturas infectadas foi feita
mediante a aplicacdo do método do reagente TRIZOL LS (Invitrogen) e,
alternativamente, empregando o kit comercial Qlamp Viral RNA Mini kit
(Qiagen), seguindo estritamente as instrugées dos fabricantes. O RNA obtido
foi entdo usado imediatamente para a obtencdo do cDNA ou mantido em

estoque a —70°C até o uso.
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2.4. TRANSCRICAO REVERSA SEGUIDA DA REAGCAO EM CADEIA

MEDIADA PELA POLIMERASE (RT-PCR)

A técnica de RT-PCR foi feita em duas etapas, primeiro a
Transcricdo reversa (RT) seguida da reacdo em cadeia mediada pela
polimerase (PCR), com base nos protocolos descritos por Chang (1997) e
Kuno & Chang (2005), utilizando os iniciadores descritos no Quadro 5. O cDNA
referente a regido entre o término 5 do genoma e a regiao conservada CS2 da
3’'RNC dos flavivirus foi obtido pela técnica de RT, utilizando o iniciador VD8
(Pierre et al. , 1994) (Figura 13). Iniciadores adicionais especificos para os
quatro virus em estudo foram desenhados, com base nas sequéncias geradas
pelo protocolo de Chang (1997) e Kuno & Chang (2005), para complementar as

sequéncias gendmicos dos flavivirus, bem como para confirmar as sequéncias

obtidas.
. Estrutural . Nao-estrutural |
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Figura 13 — Esquema da estratégia de amplificagdo do genoma (RT-PCR) e seqlienciamento
nucleotidico estabelecida por Chang (1997) e Kuno & Chang (2005). Em azul, destacam-se os
iniciadores utilizado pelo protocolo 5’RACE e 3'RACE, a seta “«” indica o iniciador VD8

descrito por Pierre e colaboradores (1994).
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Quadro 5 - Iniciadores utilizados para a técnica de RT-PCR e sequenciamento

nucleotidico (Chang, 1997; Kuno & Chang, 2005).

Localizacéo MO“V?S Direcéo do . o
) (sequéncia de o Sequéncia dos Iniciadores (5'23’)
gendmica ] ] Iniciador
aminoacido)
Capsidio Senso ATGWCTAARAAACCAGGA
Senso TCAATATGCTRAAACGCGG
Envelope DRGWGNGC Senso GAYMGWGGVTGGGGHAAYGGVTG
GLFGKGS Reverso | GGMYTKTTYGGDAARGGRAGC
GHLKCRYV Senso GGMCAYSTBWMYTGTMGVSTG
PFGDSYIV Senso CCSTTYGGWGAYTCNTACATHGT
Reverso | TCCYCTKCCHACYACDATGTA
DTAWDFGS Senso GAYACDGCBTGGGAYTTTGGMTC
NS1 GCWYGMEI Senso GGHTGTTGGTAYGGMATGGA
YGMEIRP Senso TAYGGMATGGARAYHMGRCC
NS3 GTSGSPI Senso GGMACDTCNGGHTCNCCHAT
GLYGNG Senso GGNCTNTAYGGNAAYGG
LAPTRVV Senso YTRGCDCCNACNMGRGTNGT
DVMCHATF Senso GAYGTSATGTGYCAYGCHAC
MDEAHF Senso ATGGAYGARGCHCAYTT
SIAARGY Senso AGYATMGCNGCHMGAGG
MTATPPG Senso ATGACNGCVACNCCNCCNGG
ISEMGAN Senso ATHTCNGARATGGGDGCVAA
SAAQRRGR Senso WSYGCWGCBCARAGRMGRGGVMG
NS5 DLGCGRG Senso GAYCTNGGNTGYGGNMGNGG
SRNSTHEMY Senso TCAAGGAACTCCACACATGAGATGTACT
NMMGKREKK Senso TACAACATGATGGGAAAGAGAGAGAA
ADDTAGWDT Senso GCTGATGACACCGCCGGCTGGGACAC
Reverso | GTGTCCCAGCCGGCGGTGTCATCAGC
WMTTEDML Reverso | AGCATGTCTTCCGTGGTCATCCA
3RNC/ CS2* Reverso | GGGTCTCCTCTAACCTCTAG

Legenda : * iniciador VD8 descrito por Pierre et al., 1994 ; bases degeneradas D,B, H, K, M,N,

W, Y,R,T ver Anexo Il
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A desnaturagao do RNA viral a 94°C por 2 minutos, foi seguida da
realizacado da etapa de RT, cuja mix conteve 5 pL do tampéao de RT (5X), 1 yL
de mix de deoxinucleotideo (dNTPs - 10mM), 1 uL (6 U) da enzima
transcriptase reversa (Superscript I, Invitrogen), 1 yL do iniciadores reversos
(100 uM), 5 pL do RNA viral desnaturado, completando a reacao para 20 pL
com agua deionizada livre de RNase e DNase (Invitrogen). A RT ocorreu em
um unico ciclo a 42°C por 1 hora.

A PCR foi realizada empregando o kit Expand Long Template
PCR System (Roche), no qual uma aliquota de 10 uL do cDNA obtido da etapa
de RT foi processada em uma reagao contendo: 10 yL do Tampao de PCR
(10X), 2 yL de dNTP mix, 1 pL de cada iniciador, senso e reverso (50 uM), 2 yL
da DNA polimerase (Platinum Taq polimerase, Invitrogen), para uma reacgao
final para 100 pyL. O termociclador foi programado para um ciclo de 94°C-1
min/50°C-1 min/68°C-5 min; trés ciclos de 94°C-20 sec/50°C-1 min/68°C-4 min;
dez ciclos de 94°C-20 sec/50°C-30 sec/68°C-4 min e um ciclo de extensao final

a 68°C por 7 min.

As 5’RNC e 3'RNC foram amplificadas com auxilios do Kkits
5'RACE e 3'RACE (Invitrogen, Life Technologies), respectivamente, segundo o
protocolo do fabricante (Figura 14), para os quais foram desenhados

iniciadores especificos para os flavivirus em estudo (Quadro 6).

Os amplicons obtidos foram observados em gel de agarose 1,5%
corado com brometo de etidio (10 mg/mL), utilizando transiluminador com luz

UV (Vilber Lourmat).



5 RACE

RNAmM
5 (A)n
I GSP1
’
5. (A)n
R —_— &S
’
3 . 5
4
3CC..CC B
AAP e
—a.ic> ,
FCC..CC - 5
| GSP2
UAP
= ¢
AUA|
5—Gl.I6 a3
3 E33CC..CC —
GSP3

Anelamento do primeiro iniciador
especifico do virus ao RNAm

Produgao do cDNA ao RNAm
utilizando a Superscript™ || RT

Degradagdo do RNAm pela
RNase mix

Purificagdo do cDNA com a
coluna GlassMax Sinp

Amplificagdo por PCR da calda C
utilizando o iniciador ancora
abrangente (AAP) e o segundo
iniciador especifico do virus
(GSP2)

Nested-PCR utilizando o terceiro
iniciador especifico do virus
GSP3)

(B)

3'RACE

Calda poli(A)
5 AAA...AAAN
T T s
I AP
4
' AAA...AAAN
e mmm - ————— 7T T s
4
-_— = — — _— / — ~—
3 < T 5
4
GSP1
3 - TIT.. 77T I )5
UAP
AUAP
’
GSP2
5 o —
3 [ I -
€ UAP
AUAP

Anelamento “Adapter Primer (AP)
Para o RNAm

Extensdo do AP usando a
Superscrit™ || RT

Degradagéo do RNA molde
usando a RNase H

Amplificagéo do cDNA por PCR
usando o iniciador especifico
para o virus (GSP1) e o iniciador
universal (UAP) ou o iniciador
universal abrangente (AUAP)

Nested-PCR usandos iniciadores

" UAP ou AUAP e o segundo

iniciador especifico para o virus
(GSP2)

Figura 14 — Esquema do protocolos 5’RACE (A) e 3'RACE. Fonte: adaptado do protocolo do fabricante (Invitrogen). Os

iniciadores em azul sao iniciadores disponiveis nos kits, enquanto os iniciadores em azul estdo demonstrado no Quadro 6.

149)
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Quadro 6 — Iniciadores especificos para os flavivirus brasileiros utilizados no

protocolo 5° RACE e 3’'RACE

5'RACE
Virus  iniciador Sequéncia Tm (°C)
GP1 CAGACAAGCGGTCAACAGCA 63,59
VBSQ GP2 TGCTCTCAACGGAGCGTTTT 63,29
GP3 CCAGCATGCTTCCAATCTCC 63,01
GP1 TTCCGGTTTGGAAACACAATG 62,9
VIGU GP2 AGTCCGTGCAGTCCACGTTT 63,5
GP3 TGGATCATCGAGCCAAGTTGT 62,91
GP1 CGACCGCTGTGATCATGGTA 63,06
VILH GP2 TCCTTGCGCTTGTTGACTGA 63,07
GP3 TTGTTGACAGAACGCCATCG 63,19
GP1 GATTGACATCAAAACTTTGCCTTG 62,01
VROC GP2 AAGCGCGATCCAAAGTAGCA 63,18
GP3 TGGCCTTCCGTCTATTGATGA 62,78
3'RACE
Virus iniciador Sequéncia Tm(°C)
VBSQ GP1 GTCTGGAACAGAGTGTGGAT 54,89
GP2 ATATTTGGGAAAAAGGGAAG 54,64
VIGU GP1 TGAGAGACTGGAAGGAAGTG 55,42
GP2 GAAGCCTTATTGGTTACCG 54,92
VILH GP1 GTCTGGATTGAGGACAATGA 55,92
GP2 GGACTGACATCCCCTACAT 54,57
VROGC GP1 GTGGAACAGAGTGTGGATCT 54,89
GP2 GACTGACGTCCCCTACATT 54,85

Tm = temperatura de melt
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2.5. SEQUENCIAMENTO NUCLEOTIDICO

Os cDNAs obtidos foram purificados usando o kit comercial
GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification kit (GE healthcare). As sequéncias
dos flavivirus estudados foram obtidas em sequenciador automatico modelo
ABI 377 (Applied Biosystems) empregando o método de terminagao de cadeia
descrito por Sanger e colaboradores (1977). A estratégia de sequenciamento
foi a mesma descrita por Kuno & Chang (2005).

Na reacdo de sequenciamento foram utilizados 4 uL de
Terminator ready reaction mix, 2 uL (80 ng) do produto de PCR purificado e 3,2
pmoles de oligonucleotideos, ajustados com agua livre de RNase e DNase
para um volume final de 10 uL. A amplificagao foi realizada em termociclador
(GeneAmp PCR Systems 9600, Applied Biosystems), usando um programa
especifico que consiste de 25 ciclos, cada um composto por etapas de
desnaturagdo a 96°C por 10 segundos, anelamento dos iniciadores a 50 °C por
5 segundos e extensao a 60 °C por 4 minutos.

O produto final foi precipitado com a adigdo de 80 pL de
isopropanol 75% (alcool isopropilico, Merck). A mistura foi agitada, incubada
por 20 minutos a temperatura ambiente e centrifugada a 14.000 rpm por 25
minutos. Ao final, o sobrenadante foi retirado e desprezado, e em seguida o
precipitado foi lavado com 250 puL de etanol a 70% e centrifugado a 12.000 rpm
por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi incubado a
90°C por 2 minutos para a completa evaporacdo do etanol. O precipitado foi

entdo reconstituido em 5 pL de solugdo de formamida (Amresco) deionizada,
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na proporcao de 5:1 com azul dextran/EDTA (Applied Biosystem), aquecido a

95 °C por 3 minutos e submetido a eletroforese no sequenciador automatico.

2.6. ALINHAMENTO DAS SEQUENCIAS NUCLEOTIDICAS

As sequéncias nucleotidicas foram montadas pelo programa
SegMan™ I, versdo 5.03 (DNASTAR ® Lasergene, EUA). Este software
também foi utilizado para indicar a ORF relacionada a poliproteina dos virus em
estudo, bem como determinar as regides 5 RNC e 3’'RNC. O alinhamento das
sequéncias obtidas juntamente com sequéncias de outros flavivirus (Quadro 7)
foi feito pelo programa Clustal W (Thompson et al., 1997), implementado pelo

programa BioEdit versdo 5.0 (Hall, 2001), e ajustadas manualmente.
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Quadro 7- Sequéncias do genoma completo dos 32 flavivirus utilizados para o

alinhamento e filogenia neste estudo.

) ISOLAMENTO GENBANK
VIRUS SIGLA NUMERO
ANO HOSPEDEIRO LOCAL CEPA DE ACESSO
Virus Alfuy VALFUY 1966 Centropus plasinius Australia MRM-3929 AF013360
Virus Apoi VAPOI 1954 Apodimus sp Jap&o ApMAR NC003676
Clethrionomys sp
Bagaza
Virus Bagaza VBAG 1966 Mixed cullex Republica DakAr B209 NC012534
Central
Virus Bussuquara VBSQ 1956 Alouuatta belzebul Brasil BeAn 4073 NC009026
Virus cell fusion agent VCFA 1999 mosquitos Kenya ? NC001564
Virus da encefalite VEJ 1935 Humano Tokyio, Jap&o 2 NC001437
japonesa
xgl‘fgyencefa"te Muray  vemv 1951 Humano Victoria/AS ? NC000943
[rus da encefalite Sant— yesL 1933 Humano Missouri/EUA Kern217 NC007580
Virus da febre amarela VFA 1927 Humano Africa ? NC002031
Virus dengue sorotipo 1 VDEN1 1944 Humano Hawai ? NC001477
Virus dengue sorotipo 2 VDEN2 1944 Humano Nova guiné 16681 NC001474
Virus dengue sorotipo 3 VDEN3 1956 Humano FEiapri]r?:s ? NC001475
Virus dengue sorotipo 4 VDEN4 1956 Humano gﬁ;fg; ? NC002640
Virus Iguape VIGU 1979 Camundongo sentinela Séo Paulo SP AN 71686 NC009027
Virus llhéus VILH 1944 Ae. psorophora llhéus/BA BE H 7445 NC009028
Virus Kamiti river VKR ? Ae. macintoshi Kenya SR-82 NC005064
Virus kedougou VKED ? ? Senegal DakAar D1470 NC012533
Virus kokobera VKOK 1960 Culex annulirostris Norte AusMRM 32 NC009029
Queensland/AS
Virus Langat VLGT 1956 Ixodes granulatus Malasia TP21 NC003690
Virus Louping il VLI 1929 Ovis ovis (ovelha) Escécia 369/T2 NC001809
Virus Modoc VMOD 1958 Peromyscus California M544 NC003635
mampulatus
Virus Montana miotis VMML 1958 Myotis lucifugus Montana 2 NC004119
leukoencefalite
Virus do Nilo Ocidental VNO 1937 Humano Uganda Original EU074020
Virus omsk hemorrhagic  \ouE 1947 Humano OMSK oblast Bogoluvovska  NC005062
fever Russia
Virus powassan VPOW 1958 Humano Ontarlq LB NC003687
Canada
Virus Rio Bravo VRB 1954  'adaridabrasiliensis Califérnia RIMAR NC003675
mexicana
Virus rocio VROC 1975 Humano Sao Paulo SP H 34675 AF013397
Virus sepike VSEP ? mosquitos Pa%’jir?'éo"a MK7148 NC008719
Virus tick-borne VIBE 1975 ? 2 ? NC001672
encefalite
Virus Usutu VUSU 2001 Passaro negro Austria Vienna 2001 NC006551
Virus Wesselsbron VWES ? ? Africa do Sul SAH177 NC012735
Virus zika VZIK ? Macaco sentinela Uganda MR 766 NC012532
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=genome&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=16179
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ICTVdb/ICTVdB/00.026.0.01.031.03.001.htm
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2.7. IDENTIFICACAO DOS MOTIVOS CONSERVADOS, SiTIOS DE
CLIVAGEM, SiTIOS DE GLICOSILAGAO E RESIDUOS DE CISTEINA NA

POLIPROTEINA,

Os sitios de clivagem da poliproteina dos flavivirus em estudo
foram identificados seguindo o esquema de processamento proteolitico em
cascata para ORF dos flavivirus previamente descrito por Rice e Strauss
(1990). As jungdes do capsidio intracelular e pre-membrana (Ci/prM), prM e
envelope (prM/E), proteina E e a proteina n&o estrutural NS1 (E/NS1) foram
determinadas com base no escore de maior potencial de clivagem para
signalase da célula hospedeira, utilizando o programa Signal PNN
(http://www.cbs.dtu.dk/services/) (Chang et al., 2000). Os sitios de glicosilagéo
e residuos de Cisteina foram determinados pelos programas NetNglyc (verséo
1.0) (http://www.cbs.dtu.dk/services/) e Protean (versdo 5.03) (Lasergene,
DNASTAR ®), respectivamente.

Para a identificacdo dos principais dominios das proteinas E, NS3
e NS5 foram realizadas analises de similaridade em bancos de dados
biolégicos secundarios (também conhecidos como bancos de dados de
padrées ou de assinaturas) que determinam as fung¢des especificas de
proteinas. Tais analises de dominios protéicos foram realizadas no banco de
dados INTERPRO através da ferramenta Interproscan (http://www.ebi.ac.uk/
Tools/InterProscan). O INTERPRO alberga varios bancos de dados de
dominios, motivos e familias protéicas, tais como: ProDom, SMART,
TIGRFAMS, Pfam, SUPERFAMILY, PANTHER e SignalPHMM, diminuindo

assim a redundancia de dados e aumentando a acuracia da predigdo. Os


http://www.cbs.dtu.dk/services/
http://www.cbs.dtu.dk/services/
http://www.ebi.ac.uk/ Tools/
http://www.ebi.ac.uk/ Tools/
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resultados dessas analises corroboram a identificacdo de proteinas néo-
redundantes como também direcionam na inferéncia de funcdo de proteinas
espécie-especificas.

Os motivos conservados das proteinas E, NS3 e NS5 foram
verificados no alinhamento as sequéncias aminoacidicas entre os virus em
estudo e os demais flavivirus, com base nos achados da literatura (Kamer &
Argos, 1984; Koonin, 1991; Chang, 1997; Gorbalenya et al., 1989; Matusan et

al., 2001; Zhou et al., 2007; Seligman, 2008).

2.8. ESTRUTURA SECUNDARIA DAS 5’RNC/ 3'RNC E CICLIZAGAO DO RNA

VIRAL

A estrutura secundaria ao nivel da 3’RNC e formacao de algas
entre os términos 3'RNC e 5'RNC foram determinadas pelo programa MFOLD
3.0 (Zuker et al., 1999) (http://mfold.burnet.edu.au/). Os primeiros 200 nt no
terminal 5’ e toda a sequéncia nucleotidica do terminal 3’RNC apds o codon de
parada do gene NS5 foram utilizados na analise, bem como os dois terminais 3’
RNC e 5 RNC para a constru¢ao da estrutura secundaria de ciclizagdao do RNA

viral, similar ao estudo proposto por Khromykh e colaboradores (2001b).


http://mfold.burnet.edu.au/
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2.9. DETERMINAGAO E ANALISE DE SIMILARIDADE (BOOTSCANING) DA

REGIAO CODIFICANTE

Inicialmente, as regides codificantes dos flavivirus VBSQ, VIGU,
VILH e VROC foram identificadas utilizando o programa ORF finder disponivel
no portal NCBI (National Center for Biological Information;
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/gorf/).

Posteriormente, o programa Bootscan (SimPlot versao 3.5.1. -
http://sray.med.som.jhmi.edu/SCRoftware/simplot/) foi empregado para
examinar as sequéncias nucleotidicas dos flavivirus em estudo ao longo de
toda a regido codificante (Felsenstein, 2009; Ray, 1999) e comparadas com
sequéncias de outros flavivirus previamente selecionados. Arvores
filogenéticas pelo método de Agrupamento de Vizinhos (AV) foram obtidas para
valores de bootstrap fixados em 1.000 réplicas, usando os programas
SEQBOOT e DNAPARS (PHYLIP software versdo 3.69) (Felsenstein, 2009),
utilizando o modelo de substituicdo nucleotidica* Kimura 2 parametros e
alternativamente F84. A analise foi repetida de 20 em 20 nt ao longo de todo o
genoma. Os valores obtidos para bootstrap indicaram o grau de relagéo
filogenética entre os virus em estudo e outros flavivirus, sendo tabulados e

plotados a cada passo.

* O modelo de substituicdo nucleotidica escolhido para a anadlise de bootscan foi

determinado pela disponibilidade do programa.
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2.10. ANALISE FILOGENETICA COMPARATIVA

Para a andlise filogenética foram adotados os métodos de MV
utiizando o programa PHYML (Guindon & Gascuel, 2003) e Bayesiano,
implementado pelo programa MrBayes versdo 3 (Ronquist & Huelsenbeck,
2003). O programa Moldtest versdo 3.7 (Posada & Crandall, 1998) foi utilizado
para determinar o melhor modelo de substituicdo nucleotidica a ser usado
baseado no critério de informagédo Akaike (Akaike Information Criterion, AIC),

com o auxilio do programa PAUP, verséo 4 (Swofford, 2002).

Para o método MV, a analise de bootstrap foi realizada usando
1.000 pseudoréplicas (valor de confiabilidade de 95%) obtidas a partir do
alinhamento original entre as sequéncias para a obtengédo de resultados mais

confiaveis (Felsenstein et al., 1985).

A anélise Bayesiana foi realizada empregando o modelo de Markov
Monte Carlo (Markov Chain Monte Carlo, MCMC). A analise foi feita para dois
milhdes de réplicas, sendo a amostragem fixada a cada 1.000 arvores geradas.
Os valores Bayesianos foram estimados em 50% das arvores consenso
geradas (Huelsenbeck & Ronquist, 2003). O programa TRACER
(www.evolve.zoo.ox.ac.uk) foi utilizado para verificar se a analise realizada pelo

programa MrBayes alcangou a convergéncia apropriada.
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3. RESULTADOS

3.1. ANALISE DO GENOMA VIRAL

O tamanho dos genomas completos obtidos para os flavivirus
brasileiros em estudo ficaram em torno de 10.800 nt, sendo determinado
10.815 nt para 0 VBSQ, 10.922 nt para o VIGU, 10.775 nt para o VILH e 10.794
nt para o VROC. Para cada virus foi reconhecida uma unica ORF, flanqueada
pelas 5 RNC e 3’'RNC. Em cada ORF foram reconhecidos os trés genes que
codificam as proteinas estruturais, C-prM-E, e os setes genes das proteinas
ndo-estruturais, NS1-NS2A-NS2B-NS3-NS4A-NS4B-NS5. A 5’RNC dos virus
VBSQ e VIGU apresentaram 92 nt, enquanto que para VILH e VROC foi de 104
nt. Maior variagdo em tamanho foi observada ao nivel da 3'RNC, sendo que
para o VILH determinou-se a de menor tamanho com 383 nt, seguido do VBSQ
(418 nt), VROC (424 nt) e VIGU (564 nt). As caracteristicas dos genomas dos
quatro flavivirus em estudo encontram-se sumarizadas no Quadro 8.

Os tamanhos dos genes Pr/M, NS2A, NS2B e NS4A/2K foram
similares para os quatros virus: 92/75 aa, 227 aa, 131 aa e 126/23 aa,
respectivamente. Para a proteina C, o VBSQ apresentou o maior comprimento,
125 aa, seguido do VIGU (119 aa) e dos VILH e VROC (118 aa); a posi¢ao de
clivagem da AnchC variou em um anti-codon para os VIGU e VROC,
determinando um tamanho de 17 aa. Quanto a NS3, com excecédo do VILH
(618 aa), os demais virus apresentaram 619 aa. A variabilidade no tamanho do
genoma também foi observado quanto a NS4B (variagdo de 253 a 256 aa) e

NS5 (904 aa para VIGU e VROC; 905 aa para VBSQ e VILH) (Quadro 8).



Quadro 8 — Comparacao do genoma dos quatro flavivirus brasileiros em estudo: tamanho do genoma, regides codificadoras para

proteinas estruturais e ndo-estruturais, RNCs.

Componentes VBSQ VIGU VILH VROC
do genoma nt posicéo aa NT posicéo aa nt posicdo aa nt posicdo aa
5'RNC 104 1a104 - 104 1a104 - 92 1a92 - 92 1a92 -
VirC 321 105 a 425 107 306 105a410 102 300 93 a 392 100 303 93 a 395 101
@ 2 AnchC 54 426 a 479 18 51 411 a 461 17 54 393 a 446 18 51 396 a 446 17
E, % Pr 480 a 755 92 276 462 a 737 92 276 447 a 722 92 276 723 a 947 92
Qe_ ‘§ M 225 756 a 980 75 225 738 a 962 75 225 723 a 947 75 225 948 a 2.450 75
E 1.503 981 a 2.483 501 1.482 963 a 2.444 494 1.503 948 a 2.450 501 1.503 948 a 2.450 501
NS1 1.059 2484 a3.542 352 1.059 2.445 a 3.503 353 1.059 2.451 a 3.509 353 1.059 2.451 a 3.509 353
'§ NS2A 681 3.543 a4.223 227 681 3.504 a4.184 227 681 3.509 a 4.190 227 681 3.510 a 4.190 227
é NS2B 393 4.224 2 4.616 131 393 4.185 a 4.577 131 396 4.191 a 4.586 131 393 4.191 a 4.583 131
é NS3 1.857 4617 a6.473 619 1.857 4578 a6.434 619 1.854 4.587 a 6.440 618 1.857 4.584 a 6.440 619
e NS4A 378 6.474 a 6.851 126 378 6.435a6.812 126 378 6.441a6.818 126 378 6.441a6.818 126
é 2K 69 6.852 a 6.920 23 69 6.813 a 6.881 23 69 6.819 a 6.887 23 69 6.819 a 6.887 23
g NS4B 759 6.921 a7.679 253 762 6.882 a 7.643 254 765 6.887 a 7.652 255 768 6.888 a 7.655 256
o NS5 2.718 7.680 a 10.397 905 2715  7.644 a 10.358 904 2.718 7.653 a 10.370 905 2715 7.656 a 10.370 904
3'NCR 418 10.398 a 10.815 - 564 10.359 a 10.922 - 385 10.371 a2 10.755 - 424 10.371 a2 10.794 -
ORF 10.290 - 3429 10251 - 3416  10.272 - 3424  10.275 - 3.425
Genoma Total  10.815 - - 10922 - - 10.775 - - 10.794 - -

Legenda: VBSQ: virus Bussuquara; VIGU: virus Iguape; VILH: virus llhéus; nt: nucleotideos; aa: aminoacido; NCR: Regido n&o-codificadora; ORF: Open

Reading Frames
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3.2. REGIOES NAO CODIFICADORAS

3.2.1. Sequéncias Conservadas

Dentre as sequéncias conservadas da 3'RNC dos flavivirus
transmitidos por mosquitos (CS1[3'CYC], CS2, RCS2, CS3, RCS3), as
sequéncias localizadas dentro do 3'SL e o pentanucleotideo 5-CACAG-3,
mostraram a presenga das CS1[3’'CYC], CS2, RCS2 e 5-CACAG-3’ nos
genomas dos quatro virus em estudo (Figura 15), muito embora a CS1 do
VIGU seja considerada imperfeita por apresentar trés alteragdes, sendo uma
delas uma inser¢cao de “A” (Figura 16). Quanto as sequéncias CS3 e RCS3,
comumente observadas nos representantes do grupo da encefalite japonesa,
as mesmas encontram-se ausentes no genoma do VBSQ, enquanto que a CS3
foi encontrada na 3’'RNC dos VIGU, VILH e VROC. Comparando-se com a
RNC dos demais flavivirus, o VBSQ apresentou disposi¢cdo das sequéncias
conservadas similar aos virus causadores de doencga icterohemorragica do
grupo dengue, enquanto que os VIGU, VILH e VROC apresentaram padréo
similar aos virus encefalitogénicos do grupo da encefalite japonesa (VEJ,
VEMV, VNO), excetuando a RCS3 (Figura 15)

Em relagcdo a sequéncia consenso gerada pelo alinhamento dos
quatro flavivirus em estudo com os flavivirus transmitidos por Culex, na regido
analoga da CS3 do VBSQ foram observadas oito substituicbes nucleotidicas,
que descaracterizaram a CS3. Algumas alteragbes pontuais foram observadas:

CS3 do VIGU, posigdo 10.614 (A—T); CS2 do VIGU, posicdo 10.771(A—T);

CS2 do VILH, posicao 10.616 (A—T); CS1 do VIGU, substituicao nucleotidica
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nas posi¢coes 10.817(G—A) e 10.823(T—»C) — esta dentro da 3’CYC e uma
insercao de “A” na posicdo 10.818; CS1 do VILH, posicdo 10.660 (A—>G);

pentanucleotideo da 3’SL do VIGU, posi¢ao 10.880(A—C) (Figura 16).

RCS3 CS3 RCS2 C(CS2 CS1 3LH
3CYC
VBSQ |
viu | T H -
VILH | C—Ha—e--
VROC | L —T T

VES | CHO—- -
VMVE| CHO—HT-
VNO  H 1 H -

VBAG — H ]

$

VKOK |

VKED | -
K| o8
VDEN4 | sl = =

Figura 15 — Representacdo esquematica das 3’'RNC dos Virus bussuquara (VBSQ), Virus
Iguape (VIGU), Virus llhéus (VILH) e Virus rocio (VROC) em comparagéo a outros flavivirus
transmitidos por mosquitos dos grupos: Encefalite japonesa [Virus da encefalite japonesa
(VEJ), Virus da encefalite Murray Valley (VEMV) e Virus Nilo Ocidental (VNO)], Ntaya [Virus
Bagaza (VBGA)], Kokobera [Virus kokobera (VKOK], Kedougou [Virus kedougou (VKED)],
Spondweni [Virus zika (VZIK)] e Dengue [Virus dengue sorotipo 1 (VDEN1) e Virus dengue
sorotipo 4 (VDEN4). Observar que a CS3 e RCS3 esta ausente no VBSQ, bem como a RCS3
esta ausente no VIGU, VILH e VROC.
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VBSQ
VIGU
VILH
VROC
VALFUY
VEJ
VUSU
VEMV
VNO
VKUN
VESL
VBAG
VKOK
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VIGU
VILH
VROC
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VZIK

Figura 16 - Alinhamento entre as sequéncias nucleotidicas conservadas da 3'RNC dos flavivirus transmitidos por mosquitos do género Culex, seguindo a
disposicdo 5'—3, comparando com os flavivirus VBSQ, VIGU, VILH e VROC. A sequéncia de ciclizagado, 3'CYC esta representada em negrito dentro da CS1.
Em amarelo, destacam-se as sequéncias que apresentam mais de cinco alteragdes, o que descaracteriza as sequéncias conservadas. Legenda: VALFUY =
Virus alfuy; VBAG = Virus Bagaza; VBSQ = Virus bussuquara; VEJ = Virus da encefalite japonesa; VEMV = Virus encefalite Murray Valley; VESL = Virus
encefalite Saint Louis; VIGU = Virus Iguape; VILH = Virus Ilhéus; VKED = Virus kedougou; VKOK = Virus kokobera; VKUN = Viurs kunji; VNO = Virus Nilo
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GCCCCAGGTGGACTGG
T.T..G.AA...A.AA
________ L P
I
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GACTAG-AGGTTAGAGGAGACCC

posicao

10477-10492
10606-10621
10451-10466
10289-10304
10644-10659
10667-10682
10750-10765
10703-10718
10718-10733
10711-10726
10640-10655
10710-10725
10567-10582
10457-10471
10481-10496

posicao

10656-10677
10760-10781
10603-10624
10441-10462
10801-10822
10826-10847
10908-10929
10857-10878
10875-10896
10794-10815
10791-10812
10787-10808
10723-10744
10567-10589
10646-10668

ocidental; VROC = Virus rocio; VUSU = Virus usutu; VZIK = virus zika.

GACTAGAGGTTAGAGGAGACCC

RCS2

Csi

10709-10728
10815-10835
10648-10667
10488-10507
10850-10869
10863-10882
10952-10971
10901-10920
10922-10941
10915-10934
10833-10852
10834-10835
10771-10790
10614-10633
10685-10702

posicao
10579-10600
10681-10702
10529-10550
10364-10385
10724-10745
10748-10769
10832-10853
10783-10804
10801-10822
10794-10815
10716-10737

10646-10667
10508-10528
10564-10585

37SL

CACAG
CACAG
CACCG
CACAG
CACAG
CACCG
CACAG
CACAG
CACCG
CACAG
CACAG
CACAG
CACAG
CACAG
CACAG
CACAG

posicao

10770-10774
10877-10881
10709-10713
10549-10553
10914-10918
10928-10931
11018-11022
10966-10970
10983-10987
10976-10980
10893-10897
10896-10900
10831-10835
10677-10681
10746-10750

L0l
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3.2.2. Estruturas Secundarias das 5° RNC e 3'RNC e Ciclizacdo do RNA

viral

As estruturas secundarias preditivas para a ciclizagao entre as
regides 5 e 3’'RNC dos flavivirus brasileiros, gerada pelo programa MFOLD,
apresentaram similar organizagdo para a 5’RNC e diferentes padrdes para a
3’RNC. A Figura 17 representa os modelos da estrutura secundaria de
ciclizagao para os respectivos flavivirus brasileiros, que apresentaram baixos
niveis de energia e distintos entre os flavivirus em estudo (VBSQ: -106,4 Kcal;
VIGU: -261,7 Kcal; VILH: -101,1 Kcal; VROC: -97,0 Kcal).

Nas estruturas de ciclizacdo, os nucleotideos terminais das 5’
RNC e 3’'RNC estéo localizados préximos, no entanto ndo estao ligados. Foram
encontradas duas sequéncias complementares entre 5° RNC e 3’'RNC: (i) as
sequéncias complementares, 5’SCy e 3'SCy; e (ii) as sequéncias conservadas
entre os flavivirus transmitidos por mosquito 5’CYC e 3’'CYC (Figura 17).

As estruturas secundarias peculiares das regides néao
codificantes também puderam ser identificadas na estrutura de ciclizagcdo dos
flavivirus brasileiros, tais como: na 5’RNC a estrutura secundaria da 5’ (5'ES),
proximo ao terminal 5’, e o grampo na regiao do gene C (5’CapHS), localizada
entre o cédon de iniciagdo e a 5’CYC; e na 3'RNC, o 3'SL, observando na alga
distal a presenca do pentanucleotideo 5’-CACAG-3’. Ademais, as sequéncias
conservadas da 3'RNC — CS2, RCS2 e CS3 - foram representadas nas
estruturas secundarias, observando a formagado de grampos, com excecgao da

RCS2 do VIGU (Figura 17).
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Figura 17 — Estrutura secundaria das 5’RNC e 3'RNC dos flavivirus VBSQ, VIGU, VILH e VROC na ciclizagdo do RNA viral. Em destaque regido do gene C

(vermelho), as sequéncias conservadas da 3'RNC (azul), o cédon de iniciagao (verde) as 5’CYC e 3'CYC pareadas, e o penta nucleotideo CACAG (amarelo)
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Na regido que antecede o cdédon de iniciagdo da ORF dos
flavivirus, encontram-se, em posi¢gdes analogas do genoma dos flavivirus
VBSQ, VIGU, VILH e VROC, as sequéncias complementares, 5CS e 3'CS,
com tamanhos variando entre 15 a 17 nt, sendo, porém nao conservadas. A
complementaridade entre as 5'SCy-3'SCy nos VBSQ e VROC nao séao
completas, observando a formagédo de pequenas algas (PA). No VBSQ, esse
fato é determinado pela insercdo de duas bases, C e G, na 3'CS que é
complementar a adenina na posicdo 91 da 5°CS; enquanto que no VROC
observa-se a nao complementaridade entre duas bases consecutivas, nas
posicoes 86 e 87 (referente a regido 5'CS) (Figura 18).

87 102
57CS CGAGAAGCGAATTCTCGAATG 88 102
VBSQ ool . oo 57CS AGCAAGGGATTTCCCATG
37CS GCTC TCGTTTAAGAG VILH oo i ol
330 ] 352 3’C852'I;CGTCCCCTAGAGG§O7

86 103 78 92
57CS GGAGTAGAAACTTTCCGAATG 57CS AGCAGAGGTACTACCATG
VIGU L il ol VROC ...l --N--
37CS_CCTCGTCTTTGAGAGGC 37CS TCGTCTCCCAGAGGG
703 687 558 544

Figura 18 — Sequéncias complementares entre as 5’RNC e 3’'RNC (5'CS-3’CS) dos flavivirus
Bussuquara (VBSQ), Iguape (VIGU), lIhéus (VILH) e Rocio (VROC). Legenda: verde = cédon

de iniciagdo; amarelo = bases nado pareadas; azul = bases que formam pequenas algas.

Na porcédo 5, a sequéncia conservada 5CYC, localizada dentro
do gene C e complementar a regido 3'CYC (5-CATATTGA-3’), apresenta-se
conservada nos VBSQ e VILH, porém no VIGU observa-se uma substituicao no
nucleotideo 148(A—G), cujo nucleotideo correspondente na 3'CYC (5-
CATACTGA-3' Figura 16) também foi alterado de T—C, permanecendo a
complementaridade completa entre essas sequéncias. No VROC, percebe-se

duas substituicdes em duas posigdes: uma na posi¢ao analoga ao nucleotideo
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148 do VIGU, 134(A—C), e outra no nucleotideo 137(T—C) (Figura 29), muito
embora a 3'CYC tenha se mantido conservada (Figura 16).

Aparentemente, uma terceira sequéncia de complementaridade
entre a regido do capsidio e a 3’RNC foi observada na estrutura de ciclizagéo
do VBSQ (seta vermelha, Figura 17), sendo visualizada em todos os modelos
gerados pelo programa MFOLD. Essa regido corresponde a uma sequéncia de
sete nucleotideos: 5-GGCGGCC-3’ (gene C, posi¢cao 167 a 170) complementar

a 5-GGCCGCC-3' (3'RNC, posigédo 10.536 a 10.542).

5CYC
Consenso  TCAATATG Posicao
VBSQ ... 145-152
VIGU --.G.... 145-152
VILH oo 133-140
VROC ...C..C. 131-138
VALFUY .-G . 136-143
VEJ ... 136-143
Vusu ....... 137-144
VEMV  ....... 136-143
VNO ... 137-144
VKUN ....... 137-144
VESL  ........ 139-146
VZIK el 147-154
VBGA . ....... 138-145
VKOK ... ... 124-131
VKED ... 141-148

Figura 19 - Alinhamento entre as sequéncias nucleotidicas correspondente a 5’CYC (5’RNC)
dos flavivirus transmitidos por mosquitos do género Culex comparando com as sequéncias
correspondentes dos VBSQ, VIGU, VILH e VROC. Em destaque as posi¢des de substituigdo
nucleotidica observadas nos virus VIGU e VROC. Legenda: VALFUY = Virus alfuy; VBAG =

Virus Bagaza; VBSQ = Virus Bussuquara; VEJ = Virus da encefalite japonesa; VEMV = Virus

encefalite Murray Valley; VESL = Virus encefalite Saint Louis; VIGU = Virus Iguape; VILH
Virus Ilhéus; VKED = Virus kedougou; VKOK = Virus kokobera; VKUN = Virus kunji; VNO
Virus Nilo ocidental; VROC = Virus Rocio; VUSU = Virus usutu; VZIK = virus zika.



112

3.3.. ANALISE DA POLIPROTEINA

3.3.1. Identificacdo dos sitios de clivagem, sitios de glicosilacdo e

residuos de cisteina

As sequéncias dos cinco aminoacidos correspondentes aos sitios de
clivagens dos flavivirus brasileiros foram comparadas aos respectivos sitios
dos flavivirus VESL e VNO, do complexo do da Encefalite Japonesa e trés
flavivirus transmitidos por mosquitos procedentes da Africa, os virus Bagaza
(VBAG), Kedougou (VKED) e Zika (VZIK) (Quadro 9). Uma ou duas alteragdes
de aminoacidos foram observadas, em comparagdo a sequéncia consenso,
sendo mais evidente entre as jung¢des VirC/AnchC, enquanto que os sitios de
clivagem entre M/E, NS2A/NS2B, NS2B/NS3 e NS4A/2K foram mais
conservados.

O numero de sitios em potencial para glicosilagdo N-ligantes (N-
LGIlyS) ao nivel das proteinas prM, E e NS1 foram diferentes para os quatros
flavivirus brasileiros, correspondendo, respectivamente: 2,0,2 para VBSQ;
0,1,3 para VIGU; 1,1,2 para VILH e 1,1,2 para VROC. Todos os sitios foram
encontrados nos dominios hidrofébicos das referidas proteinas (Tabela 1).

Seis residuos de Cys foram encontrados no dominio N-terminal do
precursor (Pr) da proteina de membrana e 12 no ectodominio das proteinas E e

NS1.

No ANEXO IV encontra-se o quadro identificando os aminoacios, as abreviaturas e

propriedades moleculares.



Quadro 9 — Sitios de clivagem dos flavivirus VBSQ, VIGU, VILH e VROC em comparagédo com membros do complexo da

encefalite japonesa (VSLE e VNO) e trés flavivirus transmitidos por mosquitos procedentes da Africa (VBAG, VKED e VZIK).

Sitios de clivagem da poliproteina
Virus VirC/Anch C Anch C/PR Pr/M M/E E/NS1 NS1/NS2A

VBSQ NKGKR / SVESS CLALG / FKVVT KRSRR / NAVFP APAYN / MRCIG [INVSA / DTGCV SKVSA / GDGNE
VIGU NRKKK /7 RGLHG PITLC /7 FQTGN RRSKR / ETHLP APAYS / LRCIG LGVGA / DSGCG SKVSA / GKGSP
VILH RKEKK / KSFST TAVAG / LKISS RRGRR 7/ AINIP APAYS / LNCLG VNVHA / DTGCA SKVSA / GNGQT
VROC [RKAKR /7 GNGSV TGSMA / LRLGT RRGRR / SVNIP APAYS / INCLG MNVHA / DTGCA SKVTA / GTGND
VNO KQKKR / GGKTG ASVGA / VTLSN RRSRR / SLTVQ APAYS / FNCLG VNVHA / DTGCA SQVNA / YNADM
VESL PSKKR / GGTRS GLASS / LQLST RRSRR / SISVQ APAYS / FNCLG TSVQA / DSGCA SRVTA / GVAGG
VBAG GKKKR 7/ GGTTV GVAQA / IKIGS RRSRR / SITVH APAYS / FNCLG TNVHA / DTGCA SRVTA / YDGAG
VKED NKRKR /7 SPVNW GVLTA 7/ VKIGD RRSRR / SVSLP APAYS / IRCIG TSVNG /7 DQGCA ARVSA / GSGSG
VZIK ERKRR / GADTS TTAMA / AEITR RRSRR / AVTLP APAYS / IRCIG TAVSA / DVGCS SMVTA / GSTDH
Consenso | NKKKR 7/ GGXTS XXAXA / XXIXS RRSRR / SXXXP APAYS / XNCLG TXVHA / DTGCA SKVXA / GXGXG
Virus NS2A/NS2B NS2B/ NS3 NS3/NS4A NS4A/2K 2K/NS4B NS4B/NS5

NEMGM NTGKR / GGADG
NEMGY PNKRG / GGADG
NEMGW PKLKR 7/ GGGSA
NEMGW PKVKR 7/ GGIAA
NEMGW PGLKR / GGAKG
NEMGL PKGKR 7/ GGGKG

/

/

/

/

VBSQ KHGKR / SWPPS KSGRR
VIGU NLKKR /7 SWPAS KSGRR

/ AGALW GGRRS / VTTGL PEKQR / SIQDN GGIAA
/ / AGALW SGRRS / GVPSI PEKQR / TIQDN LAVAA
VILH SLGKR / GWPAS KIHKR / GGVMW AAGKR / SAGVS PEKQR / SQTDN GAVSA
VROC [CATKR / GWPAS KIHKR 7/ GGVLW AAGKR / SAGSM PEKQR / SQTDN SAVSA
VNO PNRKR /7 GWPAT QYTKR / GGVLW ASGKR / SQIGL PEKQR / SQTDN SAVAA
VESL PNGKR / SWPAS KHSKR / GGALW AAGKR / SALGM PEKQR / SQTDN GVVAA
/ / SGAIW ACGKR / /
/ / SGALW AAGRR / /
/ / SGALW AAGKR / /
/ / GGALW AAGKR / /

NEMGW GSMRR / GGGKG
NEAGL SSTKR / SNRGL
NELGW LVKRR / GGGTG
NELGW PXXKR 7/ GGGKG

VBAG PSNRR GWPVS HSPKR SAIGV PERQR SQTDS GTVAS
VKED GEKRR SWPPT KKAKR
VZIK RSGKR SWPPS KTGKR
Consenso | PXKKR SWPAS KSGKR

GATAG PERQR
GAALG PEKQR
SAXGX PEKQR

SVQDN  GLVAA
SPQDN  GLITA
SQTDN  GAVAA

NIN NN NN N NNN

Legenda: Em destaque estdo marcados os aminoacidos que diferem da sequéncia consenso; VirC =Capsidio; AnchC = peptideo-sinal no dominio
hidrofébico terminal; prM=precursos da Proteina M; E = proteina de envelope; NS=proteinas nao-estrutural; x=qualquer aminoacido. VBAG = Virus Bagaza;
VBSQ = Virus Bussuquara; VESL = Virus encefalite Saint Louis; VIGU = Virus Iguape; VILH = Virus llhéus; VKED = Virus kedougou; VKOK = Virus
kokobera; VNO = Virus Nilo ocidental; VROC = Virus rocio; VZIK = virus zika.

€l
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Tabela 1 — Sitios de glicosilagdo determinado para as proteinas PrM, E e NS1
pelo programa NetNglyc para os flavivirus VBSQ, VIGU, VILH e VROC O valor

limitrofe considerado é de 0,5.

Virus Proteina Posicao* e-valor
31 NNTC  0,6650
PrM
148 NRSQ 0,5066
VBSQ E - - -
130 NATF  0,5148
NS1
207 NLTW  0,6152
PrM - - -
E 154 NDTS  0,7330
VIGU 85 NLSV  0,5899
NS1 130 NNTF  0,5187
147 NRTW  0,6178
PrM 15 NKTD  0,8014
E 154 NYTA  0,7407
VILH
130 NSTF  0,6133
NS1
316 NCTL  0,5131
PrM 15 NKTD  0,7059
E 154 NYTT  0,7133
VROC
106 NTSD  0,6348
NS1

130 NSTF  0,6186

Legenda: * em relagdo ao primeiro aminoacido da proteina; em negrito o

aminoacido Asparagina (N) que é glicosilado.
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3.3.1. Identificac&o de motivos conservados nas proteinas E, NS3 e NS5

Dentre do banco de dados do Interproscan, foi escolhido os
parametros Pfam para determinagdo dos dominios nas sequéncias das
proteinas E, NS3 e NS5, muito embora os demais bancos tenham apresentado
resultados similares. Nas referidas sequéncias aminoacidicas dos flavivirus
VBSQ, VIGU, VILH e VROC foram encontrados: na proteina E os dominios
central e dimerizagao (ectodominio), que representa o dominio Il; e o dominio
lll, que apresenta estrutura similar a imunoglobulina; na proteina NS3, os
dominios da protease serina e helicase (DEAD); e na proteina NS5, os
dominios MTase e RdRP. As localizagdes de cada dominio estdo descritos na

Tabela 2.

Tabela 2 - Principais dominios das proteinas E, NS3 e NS5 determinado pelo

Pfan para os flavivirus VBSQ, VIGU, VILH e VROC.

Sitios ativos

Virus Proteina Dominio Posicdo*  Tamanho . . e-value
Residuo/posicéo
E Central e dimerizagao 1-301 300 aa - 6,1e-197
Dominio Il 303-399 96 aa - 6,5e-54
Protease Serina 7-177 170 aa H51, D75, S135 1,5e-104
VBSQ  NS3 DEAD (Helicase) 184-331 147 aa - 4,5e-102
NS5 MTase 54-277 223 aa - 2,7e-05
RdRP 251-900 649 aa - 0
E Central e dimerizagao 1-294 293 aa - 4,3e-202
Dominio 11l 296-392 96 aa - 1e-46
VIGU NS3 Protease S_erina 6-173 167 aa H50, D74, S134 1,7e-90
DEAD (Helicase) 183-330 147 aa - 4,6e-101
NS5 MTase 54-228 174 aa - 8,6e-05
RdRP 252-899 647 aa - 0
E Central e dimerizagao 1-299 298 aa - 7,4e-216
Dominio Ill 301-399 98 aa - 2,1e-53
VILH NS3 Protease S_erina 7-179 172 aa H51, D75, S135 9,4e-101
DEAD (Helicase) 184-331 147 aa - 1,1e-103
NS5 MTase 54-227 173 aa - 1,9e-05
RdRP 252-900 648 aa - 0
E Central e dimerizagao 1-299 298 aa - 4,1e-196
Dominio Il 301-399 98 aa - 9,7e-53
Protease Serina 7-178 171 aa H51, D75, S135 2,4e-99
VROC  Ns3 DEAD (Helicase) 184-331 147 aa - 1.46-106
NS5 MTase 54-227 172 aa - 1,1e-05
RdRP 252-900 648 aa - 0

* Em relagéo ao primeiro cédon da proteina NS5.
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A regidao do ectodominio da proteina E (dominio Il), constituida
pelos dominios central e de dimerizacdo, apresentaram tamanhos de 300 aa,
293 aa, 298 aa e 298 aa para os flavivirus VBSQ, VIGU, VILH e VROC,
incluindo a sequéncia conservada relativa ao peptideo de fusao,
DRGWGNGCGLFGKGSI (posigées 99 a 114), para os flavivirus transmitidos
por Culex sp. (Seligman, 2008). Nos VBSQ e VIGU foram observadas trés e
duas alteragoes, respectivamente, em relagdo a sequéncia consenso, como
segue: VBSQ: NRGWNNGCGLFGKGDI (D99N; C103N; S113D); VIGU:
DRGWNNGCGLFGKGSL (C103N; 1114L). Dentre os seis residuos de Gli
existentes, os VBSQ e VIGU apresentaram somente cinco em virtude da
mutacdo na posicdo 103, reconhecida por C103N. O VILH apresentou a
sequéncia do peptideo de fusao similar a sequéncia consenso, enquanto que
para o VROC foi observada uma unica substituicdo nucleotidica referente a
114L.

O dominio Il apresenta 96 residuos para VBSQ e VIGU e 98 para
VILH e VROC. O motivo RGD reconhecido na proteina E dos VALFUY (387-
389), VEJ (387-389), VEMV (388-390) e VUSU (387-389), correspondem aos
VBSQ, VIGU, VILH e VROC, ao tripeptideo VGD (388-390), SYD (381-383),
QEN (388-390) e TGP (388-390), respectivamente.

Na proteina NS3, os sitios cataliticos da triade H-D-S (His-Asp-
Ser) do dominio catalitico da protease serina estdo preservados nos quatro
flavivirus em estudo, relacionados as posicoes 51, 75 e 135, respectivamente,
para VBSQ, VILH e VROC e posi¢cdes 50, 74, 134 para o VIGU (Tabela 2).
Ainda no dominio da protease serina, o motivo conservado XXGLYGNG que

estd relacionado ao sulco de ligacdo do substrato (Chang, 1997), é



117

representado pela sequéncia VIGLYGNG para o VROC (posi¢oes 145 a 152) e
VBSQ (posi¢cdes 145 a 152) bem como para os VKUN, VZIK, VUSU e VNO,
mas apresentam duas substituicdes nucleotidicas nas duas primeiras posicoes
do motivo para o VIGU (TIGLYGNG) e VILH (ITGLYGNG).

Os motivos conservados entre os flavivirus associados a familia
DEAD da RNA helicase [GAGKTRK (motivo 1), MDEAH (motivo II) e
SAAQRRGR(V/I)GR (motivo VI) (Gorbalenya et al., 1989; Matusan et al.,
2001)], se mantiveram conservados nos quatro flavivirus em estudo.

Na proteina NS5, dentre os oito motivos determinantes da
atividade RdPd no genoma dos flavivirus: motivo | (MGKREKKLG), motivo I
(KAKGSRAIWLGARFLEF), motivo n*  [(G/AIS)GVEGXGI(Q/H)XLGY
(VIMLX(E/D)X], motivo IV (XGGXIYADD), motivo V* [XDQRGSGQV(V/G)TY
(A/G)LNTFTNX(V/A)QL(V/RX(M/A)], motivo VI [R(M/L)(A/L)ISGDDCVV],
motivo VII (VPFCS(H/N)HFX), motivo VIII (RX(L/I)VVPCRXQDEL) (Koonin,
1991), somente os motivos |, Il, Ill, IV e VIII apresentam-se conservados para
os quatro flavivirus em estudo, bem como os sitios da MTase: Kg1, D146, K1s2 €
E21s (posicdes referentes ao VNO) (Zhou et al., 2007).

No motivo V, o VROC apresenta uma mudanga de aminoacido na
posicdo 614, Y>F (NDQRGSGQVVTYALNTY®™TNLAVQLIRCM). Ainda no
motivo V, o VILH apresenta uma mudang¢a de aminoacido na posi¢ao 619,
V—A, (EDQRGSGQVVTYALNTFTNLAA®"QLVRCM). No motivo VI uma Unica
mudanca aminoacidica R—P, na posicdo 661 (P®®*'MAVSGDDCVV). No motivo
VI, o VILH apresenta uma mudanca de C—»G na posicdo 713
(VPFG'"®SHHFN). Para os demais flavivirus em estudo os motivos V, VI e VII

apresentam-se conservados.

* Sequéncia consenso baseada apenas nos flavivirus transmitidos por mosquitos; X =

locus com variagdo de aminoacido.
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O motivo V(V/I)DLGCGRGGW associado a atividade MTase-SAM

(Koonin, 1993), permanece conservado.

3.4. ANALISE DE SIMILARIDADE

O grau de relacéo filogenética das sequéncias nucleotidicas entre
os quarto flavivirus brasileiros foi demonstrado pelo método de plotagem de
similaridade utilizando o valor de permutacdo de 50% como valor limiar com
relacdo ao eixo Y, que corresponde ao percentual de permutagao filogenética
(ppt) baseado nos valores de Bootstrap, e o eixo X representa a posicdo no
genoma dos flavivirus. As analises tiveram VBSQ e VILH como paréametro de
referéncia em relagdo VBAG, VIGU, VESL, VKED, VKOK, VROC VNO e VZIK
0s quais mostram maior similaridade filogenética entre si (Kuno et al., 1998;
Gubler et al., 2007; Kuno et al., 2009).

Para a ORF do VBSQ observou-se uma maior similaridade com o
VIGU, mostrando um forte sinal para os genes C, PrM, porgéo inicial e N
terminal da proteina E, NS4A e NSAB; e de moderada a forte para as regides
MTase e RdRp no gene NS5. Proximo a regido C-terminal da proteina E, ha
uma maior similaridade com o VKOK (ppt>85%). Para o gene NS1, a porcao
central é similar com o VKOK (intensidade modera; ppt=80%) e a por¢cédo N-
terminal com o VKED (intensidade forte; ppt>85%). A regido da protease no
gene NS3 apresenta forte similaridade com o VZIK (ppt>85%) e a regidao N-
terminal com o VKOK (Figura 20 A).

Para o VILH, de modo geral, um forte sinal de similaridade com o

VROC foi observado para os genes C-PrM-E, NS2A-2B, NS3 e NS4, muito



119

embora as regides C-terminal da NS1 e N-terminal da PrM apresentam
similaridade forte (ppt>90%) e moderada (ppt>70%) com os VNO e VESL,
respectivamente (Figura 20 B).

Para verificar a relagdo do VROC com os demais flavivirus,
excetuando o VILH, foi realizada a analise de similaridade genética pelo
método de Bootscan, tendo o VROC como referéncia e em comparagao com
os virus do grupo da encefalite japonesa e com o representante do grupo
Ntaya, o VBAG. No decorrer da ORF, o VROC obteve maior similaridade com
os VBAG e VESL. Para os genes C e NS2A, o VROC apresenta similaridade
moderada a intensa com o VESL, enquanto que para os genes NS2B, NS4B
(moderada a intensa) e PrM (baixa) apresentam maior similaridade com o
VBAG. Os genes E, NS1, NS3, NS4A e NS5, a similaridade do VROC em
relacdo ao VESL e VBAG foi mais balanceada, mas tendendo a maior

similaridade, quanto a intensidade, com o VBAG (Figura 21)
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Figura 20 — Analise de similaridade (Bootscan) realizada pelo programa SimPlot, utilizando as
sequéncias dos VBSQ (A) e VILH (B) como referéncia, O eixo Y representa percentual de
permutacéo filogenética (ppt); o eixo X corresponde as diferentes regides da ORF, O pardmetro
vertical expressa as intensidades da relagao filogenética (Forte, Moderado, Baixo e sem sinal
de relagdo filogenética), tendo o valor de bootstrap igual a 50% corresponde ao valor limiar,
Legenda: Prot= regido da protease; Hel=regido da Helicase; MTase=regidao da
metiltransferase; RdRp = regido da Polimerase. VBAG = Virus Bagaza; VBSQ = Virus
Bussuquara; VESL = Virus encefalite Saint Louis; VIGU = Virus Iguape; VILH = Virus Ilhéus;
VKED = Virus kedougou; VKOK = Virus kokobera; VNO = virus do Nilo Ocidental; VROC =
Virus rocio; VZIK = virus zika
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Figura 21 — Analise de similaridade (Bootscan), utilizando o VROC como referéncia. Notar a
maior similaridade com o VBAG e VESL para todo a ORF. Legenda: VBAG = Virus Bagaza;
VEJ = Virus da encefalite japonesa; VESL = Virus encefalite Saint Louis; VNO = Virus Nilo
Ocidental; VROC = Virus rocio.

O percentual de identidade aminoacidica entre os flavivirus
brasileiros VBSQ, VIGU, VILH e VROC, e os flavivirus encefalitogénicos dos
grupos da Encefalite Japonesa (VJE, VWN e VESL), Ntaya (VBAG), Kedougou
(VKED), Kokobera (VKOK) e Spondweni (VZIK) foi realizado pelo programa
MegAlign (DNAstar) comparando-se tanto a ORF quanto a identidade de cada
gene. Nota-se que os maiores percentuais de identidade entre os virus
transmitidos por Culex foram para as proteinas NS5 e NS3, enquanto que os
menores percentuais foi com relagao a proteina C.

Entre VBSQ e VIGU a maior identidade aminoacidica foi
observada para os genes NS2A, NS2B, NS4B e NS5, e para a ORF. Quanto
aos genes C, PrM, NS1, NS3 e NS4A, o VBSQ apresentou maior similaridade

com VKOK e VKED, e em maior percentual com o VZIK. O VIGU, para os
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genes C, PrM, E, NS1 e NS4A, apresenta maior similaridade com VKOK,
VESL, VKOK, e VROC, respectivamente (Tabela 3).

Observou-se que entre VILH e VROC tanto a ORF quanto os
genes estruturais (C-PrM-E) e os nao estruturais (NS1-NS2A-NS2B-NS3-
NS4A-NS4B-NS5) apresentaram maior percentual de identidade entre si do
que com qualquer outro flavivirus. Para a ORF, a identidade aminoacidica entre
VILH e VROC foi de 77,5% (71% para nucleotideo). Dentre as proteinas, os
maiores percentuais de identidade entre os VILH e VROC foram para as
proteinas E (78,6%), NS2B (85,6%), NS3 (85,4%) e NS5 (78,5%). A proteina C
foi a que apresentou o menor percentual de identidade (55,1%), seguido da
PrM (67,1%) e NS2A (70%).

Quanto aos demais grupos, o VILH mostrou maior similaridade
com o grupo da encefalite japonesa para os genes C, E, NS1, NS2A e NS5, e
para a ORF, e grupo Ntaya para os genes PrM, NS2B, NS3, NS4A e NS4B.
Para o VROC maior similaridade deu-se para o grupo da encefalite japonesa
quanto aos genes C, PrM, NS2A, NS3, NS4A, NS4B e NS5, e para a ORF, e

quanto aos genes E, NS1 e NS2B para o grupo Ntaya (Tabela 3).
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Tabela 3 — Percentual de identidade aminoacidica entre os flavivirus VBSQ,

VIGU, VILH e VROC e outros flavivirus transmitidos por Culex.

VIRUS BUSSUQUARA

C PrM E NS1 NS2A NS2B NS3 NS4A NS4B NS5 ORF

VIGU 352 485 57,5 56,8 | 46,7 626 654 40,7 @ 56,5 72,7 60,7
VILH 384 413 529 5665 344 397 649 373 439 709 56,2
VROC | 464 479 521 568 374 382 64,7 42,7 447 69,0 56,8
VEJ 384 473 549 545 383 382 639 460 455 68,1 56,5
VNO 440 485 539 63,7 383 374 655 453 443 69,6 57,1
VESL 36,8 503 549 534 366 366 633 453 50,2 70,3 56,9
VBAG 40,0 46,1 50,7 540 339 366 641 427 455 67,6 55,6
VKED 336 50,3 539 565 322 466 628 36,7 530 648 555
VKOK | 46,4 46,7 551 568 383 450 61,7 373 522 68,0 57,3
VZIK 39,2 455 535 57,7 392 550 676 440 56,5 68,0 58,7

VIRUS IGUAPE

C PrM E NS1 NS2A NS2B NS3 NS4A NS4B NS5  ORF

VBSQ 352 485 575 568 @ 46,7 626 654 373 | 565 72,7 60,7
VILH 429 401 547 669 352 424 618 416 445 66,0 553
VROC 41,2 473 512 569 379 417 632 524 425 658 558
VEJ 42,9 425 559 564 419 379 626 476 453 686 56,9
VNO 479 | 50,9 56,5 572 352 371 629 476 496 685 572
VESL 420 455 553 584 344 379 629 508 512 683 574
VBAG 46,2 479 543 538 335 333 618 508 433 660 555
VKED 353 455 516 56,7 31,7 41,7 640 516 512 649 550
VKOK | 62,1 41,9 601 578 357 47,7 608 452 50,8 67,0 574
VZIK 37,8 41,3 512 564 383 545 653 42,1 52,0 670 56,9

VIRUS ILHEUS

C PrM E NS1 NS2A NS2B NS3 NS4A NS4B NS5 ORF

VBSQ 384 413 575 565 344 397 649 373 439 709 562
VIGU 429 401 547 569 352 424 618 416 445 66,0 553
VROC 551 671 786 734 700 856 854 779 729 785 775
VEJ 48,3 509 645 620 454 515 714 57,7 514 728 63,8
VNO 492 533 643 649 493 50,0 709 557 514 740 657
VESL 458 419 66,1 620 476 44,7 714 591 56,1 76,2 64,5
VBAG 398 545 64,7 533 427 530 720 604 565 736 644
VKED 398 419 5621 612 278 356 638 342 435 657 535
VKOK 441 443 60,1 555 300 341 605 309 455 67,2 552
VZIK 415 40,7 543 558 344 46,2 686 40,9 45,1 69,7 57,3

VIRUS ROCIO

C PrM E NS1 NS2A NS2B NS3 NS4A NS4B NS5 ORF

VBSQ 464 479 521 56,8 37,4 382 64,7 427 44,7 690 568
VIGU 412 473 512 569 379 417 632 524 425 658 558
VILH 551 67,1 786 734 700 856 854 779 729 785 775

(61,4) (65,7) (70) (68,6) (66,5) (74) (75) (68,2) (70,5) (70,3) (72,5)
VEJ 483 59,3 64,3 629 485 496 714 591 512 712 646
VNO 525 587 625 637 476 496 721 624 547 718 650
VESL 50,0 47,9 653 629 507 466 700 61,1 582 750 66,1
VBAG 46,6 57,5 64,7 649 489 504 706 597 535 739 654
VKED 39,8 47,9 505 547 300 313 658 383 441 642 54,1
VKOK 44,1 515 591 572 313 336 604 342 469 654 558
VZIK 424 485 543 561 339 466 688 389 449 678 574

Legenda: cinza escuro: maior percentual de identidade; Dentro de paréntese sdao mostrados as
identidades nucleotidicas de cada gene e da ORF entre VILH e VROC. VBSQ = Virus Bussuquara; VIGU
= Virus Iguape; VILH = Virus llhéus; VROC = Virus Rocio; VEJ = Virus da encefalite japonesa; VNO =
Virus Nilo ocidental; VESL = Virus encefalite Saint Louis; VBAG = Virus Bagaza; VKOK = Virus kokobera;
VKED = Virus kedougou; VZIK = virus zika
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3.5. FILOGENIA

O alinhamento entre as sequéncias nucleotidicas dos 32
flavivirus, incluindo os quatro flavivirus brasileiros em estudo, foi realizado de
modo a coincidir os sitios de clivagem de cada gene, o que possibilitou a
mesma organizagao ao se fazer a analise filogenética da ORF, bem como dos
genes individuais.

As analises filogenéticas pelos métodos MV e Bayesiano foram
realizadas utilizando os quatro flavivirus em estudo (VBSQ, VIGU, VILH e
VROC) juntamente com representantes dos quatros grupos principais de
flavivirus: flavivirus transmitidos por mosquitos, flavivirus transmitidos por
carrapatos, agentes zoonoéticos com vetores desconhecidos e flavivirus de
insetos, tendo o grupo dos flavivirus de insetos (VCFA e VKR) como grupo
externo (Quadro 7, pagina 98). Primeiramente, foi analisada a ORF e depois
foram avaliadas as regides estrutural e ndo estrutural, separadamente, e os
genes individuais.

A topologia das arvores geradas pelos métodos de MV e
Bayesiano foi similar, sendo mostradas as arvores da MV e plotados os valores
bayesianos dentro de parénteses.

Os modelos de substituigdo nucleotidica determinados pelo AIC

para cada regido do genoma analisada estdo mostrados na Tabela 4.



Tabela 4 — Modelo de substituicdo nucleotidica determinado pelo critério de informacgao de Akaike (AlC), mostrando os dados para

frequéncia das bases, taxa de matriz, parametros de distribuicdo gamma e proporgao de sitios invariaveis.

REGIAO MODELO DE SUBSTITUICAO NUCLEOTIDICA (AIC)
DO Frequéncias de base Taxa de Matriz
Modelo AlC Gamma  pinvar
GENOMA A C G T A-C A-G A-T C-G C-T G-T

ORF GTR+I+G  567.200,06 0,2890 0,2310 0,2710 0,2090 2,1834 2,9118 1,3606 1,3010  5,0231 1 0,8556  0,0889
Estrutural GTR+I+G  396.648,84 0,2982 0,2265 0,2742 0,2011 2,1450 2,8328 1,4038 1,3553  5,2646 1 1,0139  0,1472
C GTR+I+G 2257554 10,2865 0,2268 0,2873 0,1994 2,0575 24500 0,7382 1,0046  3,8151 1 1,2036  0,0174
Priv GTR+I+G 29.593,50 0,2752 0,2298 0,2766 0,2184 26715 2,8679 1,2088 1,0215  4,7975 1 0,9292  0,0405
E GTR+I+G 82.980,60 0,2868 0,2338 0,2584 0,2209 2,1395 3,2755 1,5763 1,3814  5,6451 1 0,7038  0,0375
Estr\rljtc:wal GTR+I+G  430.515,03 0,2904 0,2306 0,2724 0,2066 2,1940 2,9326 1,3912 1,3233  5,1501 1 0,8574  0,1047
NS1 GTR+I+G 59.114,26  0,3119  0,2251 0,2601 0,2029 0,3119  3,9679  2,0758 1,8510 7,2012 1 0,7801 0,0826
NS2A GTR+I+G 45.840,84 0,2446 0,2254  0,2923 0,2376 1,9575 2,3360 0,8375 1,144  3,3479 1 1,2679  0,0079
NS2B GTR+I+G 2461541 0,2527 0,2192  0,2974 0,2307 2,7358  2,3802 1,6002 1,3769  4,1828 1 1,1961 0,0203
NS3 GTR+I+G 94.532,51 0,3058 0,2292 0,2598 0,2052 2,9864 4,3029 1,7208 1,5777  7,2007 1 0,7251 0,1104

NS4A GTR+G 22.832,62 10,2474 0,2256 0,3010 0,2260 2,1262 2,4339 1,0148 1,2554  4,4887 1 0,7176 0
NS4B GTR+I+G 49.464,71  0,2600  0,2411 0,2729 0,2260 1,6425 2,5814 1,1524 1,1426  4,0935 1 0,7537  0,0207
NS5 GTR+I+G  132.819,01 0,3164 0,2354 0,2692 0,1790 2,1258 2,9775 1,6953 1,3421  6,2232 1 0,8760  0,1812

3'RNC GTR+G 189.46,02 0,2577 0,2756  0,2707 0,1959 0,9646 2,6194  2,2307 0,5773 3,2512 1 1,8053 0

Gcl
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3.5.1. Regido Codificante

A analise filogenética da regiado codificante (ORF) de 32 flavivirus,
mostrou a formacédo de quatro grupos, os quais apresentam relagdo eco-
epidemioldgica: flavivirus transmitidos por mosquitos, suportado por um valor
de bootstrap de 100% (VEJ, VUSU, VALFUY, VEMV, VNO, VESL, VROC,
VILH, VBAG, VIGU, VBSQ, VKOK, VZIK, VKED, VDEN1, VDEN2, VDENS,
VDEN4, VSEP, VWES, VFA), flavivirus transmitidos por carrapatos, com
bootstrap de 100% (VLI, VTBE, VOHF, VLGT e VPOW), os agentes zoonadticos
com vetores desconhecidos, suportado pelo bootstrap de 100% (VMML, VVRB,
VMOD e VAPOI) e os flavivirus de insetos, representados pelos VCFA e VKR
(bootstrap = 100%).

O grupo dos flavivirus transmitidos por mosquitos foi subdivido
em nove clados: o clado | dos flavivirus do grupo da encefalite japonesa (VEJ,
VUSU, VALFUY, VEMV, VNO, VESL); o clado Il que agrupa VILH e VROC; o
clado 1l representado pelo VBAG; clado IV que inclui os VBSQ e VIGU; o clado
V, VI e VIl representados pelos VKOK, VZIK e VKED, respectivamente; o clado
VIII que inclui o grupo do dengue (VDEN1, VDENZ2, VDEN3 e VDEN4); o clado
IX que inclui os VFA, VSEP e VWES (Figura 22).

Analisando o tropismo viral e vetores, associam-se os clados |, I,
I, IV e V, como virus neurotropicos transmitidos por Culex sp. e os clados VI,

VII, VIII e IX com virus viscerotropicos transmitidos por Aedes sp.
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Figura 22 - Arvore filogenética pelos métodos MV das sequéncias nucleotidica da ORF dos
flavivirus. Os valores bayesianos foram plotados dentro de paréntese. Os grupos dos flavivirus
transmitidos por mosquitos, flavivirus transmitidos por carrapatos, agentes zoondticos com
vetores desconhecidos e flavivirus de insetos, estdo representados pela cores azul, verde,
amarelo e vermelho, respectivamente. O grupo dos flavivirus transmitidos por mosquitos foi
subdividido em nove clados. Legenda: VALFUY = Virus Alfuy; VAPOI = Virus apoi; VBAG =
Virus Bagaza; VBSQ = Virus Bussuquara; VCFA = Virus Cell fusion agent; VEJ = Virus da
encefalite japonesa; VEMV = Virus encefalite Murray Valley; VESL = Virus encefalite Saint
Louis; VFA = Virus da febre amarela; VDEN1 = Virus dengue sorotipo 1; VDEN2 = Virus
dengue sorotipo 2; VDEN3 = Virus dengue sorotipo 3; VDEN4 = Virus dengue sorotipo 4; VIGU
= Virus Iguape; VILH = Virus Ilhéus; VKR = Virus Kamitti river; VKED = Virus kedougou; VKOK
= Virus kokobera; VLGT = Virus Langat; VLI = Virus louping ill; VMOD = Virus modoc; VMML =
Virus Montana miotis leukoencephalitis; VNO = Virus do Nilo ocidental; VOHF = Virus Omsk
hemorrhagic fever; VPOW = Virus powassan; VRB = Virus Rio Bravo; VROC = Virus Rocio;
VSEP = Virus Sepike; VTBE = Virus Tick-borne encephalitis; VUSU = Virus Usutu; VWES =
Virus Wesselsbron; VZIK = virus Zika.
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3.5.2. Regido estrutural

A analise da regiao estrutural, compreendendo os genes C-PrM-
E, mostrou topologia similar para a formagéao dos quatro grupos principais dos
flavivirus, assim como observado na analise da ORF. No grupo dos flavivirus
transmitidos por mosquitos, nove clados foram reconhecidos: o clado |, o qual
inclui os virus da encefalite japonesa (bootstrap de 76,6%); o clado Il formado
pelos VILH e VROC (bootstrap de 100%), que aparenta ser mais relacionado
ao grupo da encefalite japonesa (bootstrap de 91,3%); o clado Il representado
pelo VBAG, do grupo Ntaya (bootstrap de 100%); o clado V formado pelos
flavivirus brasileiros VBSQ e VIGU (bootstrap de 91,3%); o clado VI formado
pelos quatro sorotipos do VDEN (bootstrap de 100%); e associados a este os
clados VIl e VIII, representado pelo VZIK e VKED, respectivamente; e o clado
IX formado pelo grupo da febre amarela (bootstrap de 100%) (Figura 23).

A andlise individual dos genes estruturais mostrou a conservagéo
da topologia dos quatro principais grupos dos flavivirus, no entanto a
organizacgao dos clados do grupo dos flavivirus transmitidos por mosquitos para
os genes C e PrM apresentou topologia distinta da apresentada para a regido
estrutural e por vezes apresentando valores de bootstrap baixos para suportar
a inclusdo dos virus em uma clado, porém com topologia similar ao observado
na analise da regido estrutural (Figura 23). Por sua vez, o gene E, apresentou
valores de bootstraps mais elevados para a formagéo dos grupos e clados,
porém discordando da analise da regido estrutural apenas com relagédo aos
VBAG, VILH e VROC, que neste caso, foram agrupados no mesmo clado,

porém suportados por valores de boostrap inferiores a 70% (Figura 24).
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Figura 23 - Arvore filogenética pelo método MV, com valores bayesianos inseridos em
parénteses, das sequéncias nucleotidicas da regido estrutural dos 32 flavivirus. Observar que
VILH e VROC encontram-se associados ao grupo da encefalite japonesa. Legenda: VALFUY =
Virus Alfuy; VAPOI = Virus apoi; VBAG = Virus Bagaza; VBSQ = Virus Bussuquara; VCFA =
Virus Cell fusion agent; VEJ = Virus da encefalite japonesa; VEMV = Virus encefalite Murray
Valley; VESL = Virus encefalite Saint Louis; VFA = Virus da febre amarela; VDEN1 = Virus
dengue sorotipo 1; VDEN2 = Virus dengue sorotipo 2; VDEN3 = Virus dengue sorotipo 3;
VDEN4 = Virus dengue sorotipo 4; VIGU = Virus Iguape; VILH = Virus llhéus; VKR = Virus
Kamitti river; VKED = Virus kedougou; VKOK = Virus kokobera; VLGT = Virus Langat; VLI =
Virus louping ill; VMOD = Virus modoc; VMML = Virus Montana miotis leukoencephalitis; VNO
= Virus do Nilo ocidental; VOHF = Virus Omsk hemorrhagic fever; VPOW = Virus powassan;
VRB = Virus Rio Bravo; VROC = Virus Rocio; VSEP = Virus sepike; VTBE = Virus Tick-borne
encephalitis; VUSU = Virus Usutu; VWES = Virus Wesselsbron; VZIK = virus Zika.
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Figura 24 — Arvore filogenética gerada pelo método de MV e Bayesiano (valores bayesianos
dentro de parénteses) realizada com as sequéncias nucleotidicas do gene E de 32 flavivirus.
Notar a organizagdo com a formagéo da topologia conservada para os grupos e a inclusao dos
VBAG, VILH e VROC no mesmo clado, porém com baixo suporte de bootstrap. Legenda:
VALFUY = Virus Alfuy; VAPOI = Virus apoi; VBAG = Virus Bagaza; VBSQ = Virus Bussuquara;
VCFA = Virus Cell fusion agent; VEJ = Virus da encefalite japonesa; VEMV = Virus encefalite
Murray Valley; VESL = Virus encefalite Saint Louis; VFA = Virus da febre amarela; VDEN1 =
Virus dengue sorotipo 1; VDEN2 = Virus dengue sorotipo 2; VDEN3 = Virus dengue sorotipo 3;
VDEN4 = Virus dengue sorotipo 4; VIGU = Virus Iguape; VILH = Virus Ilhéus; VKR = Virus
Kamitti river; VKED = Virus kedougou; VKOK = Virus kokobera; VLGT = Virus Langat; VLI =
Virus louping ill; VMOD = Virus modoc; VMML = Virus Montana miotis leukoencephalitis; VNO
= Virus do Nilo ocidental; VOHF = Virus Omsk hemorrhagic fever; VPOW = Virus powassan;
VRB = Virus Rio Bravo; VROC = Virus Rocio; VSEP = Virus Sepike; VTBE = Virus Tick-borne
encephalitis; VUSU = Virus Usutu; VWES = Virus Wesselsbron; VZIK = virus Zika.
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3.5.3. Regido nao estrutural

A diferenca na topologia dos flavivirus entre as regides estrutural
e nao estrutural (NS1-NS2A-NS2B-NS3-NS4A-NS4B-NS5) também ficou a
critério da formagdo dos clados do grupo dos flavivirus transmitidos por
mosquitos. Neste caso, para a regido nao estrutural, oito clados foram
identificados: o clado | representado pelo grupo da encefalite japonesa
(bootstrap de 100%); considerando que os flavivirus VILH e VROC como
espécies virais distintas, estes formam um clado (clado II, bootstrap de 100%),
que esta associado ao VBAG (clado IlII; bootstrap de 96,5%); clado IV que
agrupa os flavivirus VBSQ e VIGU; os clados interrelacionados V, VI e VII,
representados pelos VZIK, VKED e VKOK, respectivamente; o clado VIl
representado pelo grupo Dengue (bootstrap de 100%); e o clado IX
representado pelo virus do grupo da febre amarela (bootstrap de 100%) (Figura
25).

A exemplo do que foi observado anteriormente, para a regido néo
estrutural a subdivisdo em grupos foi mantida para todos os genes, porém a
subdivisdo em clados dos flavivirus transmitidos por mosquito apresentou
algumas diferencas. As arvores geradas para os genes NS3 e NS5 foram as
que apresentaram melhor topologia, similar a arvore gerada para o conjunto da
regido ndo-estrutural, com os valores de bootstraps mais elevados (Figura 26).
Os demais genes apresentaram topologia similar a arvore filogenética para
toda a regido nao estrutural, com excec¢do da NS1, no qual o VILH e VROC
estdo associados com o grupo da encefalite japonesa, tal como observado para

a regiao estrutural.
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Para o gene NS3, os VBAG, VILH e VROC agrupam-se no clado Il.
Os VIGU e VBSQ estao mais relacionados aos VZIK e VKED (Figura 26 A).
Quanto ao gene NS5, a topologia foi similar a observado na andlise da ORF

dos flavivirus (Figura 26 B).
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Figura 25 - Arvore filogenética pelos métodos MV e Bayesiano (valores inseridos dentro dos
parénteses) das sequéncias nucleotidicas da regiao nao estrutural dos 32 flavivirus. Legenda:
VALFUY = Virus Alfuy; VAPOI = Virus apoi; VBAG = Virus Bagaza; VBSQ = Virus Bussuquara;
VCFA = Virus Cell fusion agent; VEJ = Virus da encefalite japonesa; VEMV = Virus encefalite
Murray Valley; VESL = Virus encefalite Saint Louis; VFA = Virus da febre amarela; VDEN1 =
Virus dengue sorotipo 1; VDEN2 = Virus dengue sorotipo 2; VDEN3 = Virus dengue sorotipo 3;
VDEN4 = Virus dengue sorotipo 4; VIGU = Virus Iguape; VILH = Virus Ilhéus; VKR = Virus
Kamitti river; VKED = Virus kedougou; VKOK = Virus kokobera; VLGT = Virus Langat; VLI =
Virus louping ill; VMOD = Virus modoc; VMML = Virus Montana miotis leukoencephalitis; VNO
= Virus do Nilo ocidental; VOHF = Virus Omsk hemorrhagic fever; VPOW = Virus Powassan;
VRB = Virus Rio Bravo; VROC = Virus Rocio; VSEP = Virus Sepike; VTBE = Virus Tick-borne
encephalitis; VUSU = Virus Usutu; VWES = Virus Wesselsbron; VZIK = virus Zika.
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Figura 26 — Arvore filogenética pelos métodos MV das sequéncias nucleotidicas do gene NS3 (A) e NS5 (B) dos flavivirus. Os valores bayesianos foram plotados dentro de
paréntese. Perceber as mudangas de topoldgica dos flavivirus transmitidos por mosquitos. Legenda: VALFUY = Virus Alfuy; VAPOI = Virus apoi; VBAG = Virus Bagaza;
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VIGU = Virus Iguape; VILH = Virus llhéus; VKR = Virus Kamitti river; VKED = Virus kedougou; VKOK = Virus kokobera; VLGT = Virus Langat; VLI = Virus louping ill; VMOD =
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Rio Bravo; VROC = Virus Rocio; VSEP = Virus Sepike; VTBE = Virus Tick-borne encephalitis; VUSU = Virus Usutu; VWES = Virus Wesselsbron; VZIK = virus Zika.
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3.5.5. Filogenia concatenada E-NS5

Com intuito de observar a topologia dos flavivirus, utilizando sitios
informativos, simultaneamente das regides estrutural e ndo estrutural, foi
realizada a analise filogenética concatenada das sequéncias parciais dos
genes E e NS5 para que se pudessem acrescentar outros flavivirus do grupo
Ntaya: o Virus Israel turkey meningoencefalomyelite (VIT; E = AF372415; NS5
=AF013377), Virus Ntaya (VNTA; E =AF372416; NS5 =AF013392) e Virus
Tembusu (VTMU; E =AB110494; NS5 =AB110489), bem com o VAROA (E =
AF372413; NS5 = AF013362) e VNJL (E = AF372411; NS5 = AF013390).
Também foram acrescentados nesta andlise outros flavivirus: VAEF
(AB488408), VCXF (EU879060) e VQB (NC012671).

O modelo de substituicdo nucleotidica determinado pelo AIC foi o
GTR+I+G [Base=(A=0,2965; C=0,2462; G=0,2533) Nst=6 Rmat=(A-C=1,9077;
A-G=3,0328; A-T=1,5385; C-G=1,2199; C-T=5,5299) gamma =0,8723
Pinvar=0,1350].

A subdivisdo nos quatro grupos principais dos flavivirus se manteve,
observando a insergdo dos VAEF, VCXF e VQB juntamente com o VCFA e o
VKR, no grupo dos flavivirus de insetos, tendo sido este grupo utilizado com
grupo externo para o enraizamento da arvore. O grupo dos flavivirus
transmitidos por mosquitos foi subdividido em dez clados: clado I, que inclui os
virus do grupo da encefalite japonesa (bootstrap = 100%); o clado Il (bootstrap
= 100%) representados pelos integrantes do grupo Ntaya (VBAG, VNTA, VIT e
VTMU); associado ao clado I, porém distinto deste (suportado por valor de
bootstrap = 70%), o clado lll, que agrupa os flavivirus VILH e VROC (bootstrap
= 99,9%); o clado IV representado pelos VBSQ e VNJL; o clado V que inclui o
VAROA e o VIGU; o clado VI representado pelo VKOK; o clado VII que agrupa
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os quatro sorotipos do VDEN; e associado ao VIl os clados VIl e IX,

representado pelos VZIK e VKED, respectivamente; e o clado X representado
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Figura 27 — Arvore filogenética pelo Método MV concatenada das sequéncias nucleotidicas parciais dos
genes E e NS5 de 38 flavivirus. Os valores Bayesianos estao representados dentro de parénteses. Os
grupos dos flavivirus transmitidos por mosquitos, flavivirus transmitidos por carrapatos, agentes
zoonoticos com vetores desconhecidos e flavivirus de insetos, estdo representados pela cores azul,
verde, amarelo e vermelho, respectivamente. No grupo dos flavivirus transmitidos por mosquitos, notar a
distincdo entre os clados Il (grupo Ntaya) e clado Il (VILH e VROC), bem com a associagéo entre os
VBSQ e VNJL distinta dos VAROA e VIGU. Legenda: VALFUY = Virus Alfuy; VAPOI = Virus apoi; VBAG
= Virus Bagaza; VBSQ = Virus Bussuquara; VCFA = Virus Cell fusion agent; VEJ = Virus da encefalite
japonesa; VEMV = Virus encefalite Murray Valley; VESL = Virus encefalite Saint Louis; VFA = Virus da
febre amarela; VDEN1 = Virus dengue sorotipo 1; VDEN2 = Virus dengue sorotipo 2; VDEN3 = Virus
dengue sorotipo 3; VDEN4 = Virus dengue sorotipo 4; VIGU = Virus Iguape; VILH = Virus llhéus; VKR =
Virus Kamitti river; VKED = Virus kedougou; VKOK = Virus kokobera; VLGT = Virus Langat; VLI = Virus
louping ill; VMOD = Virus modoc; VMML = Virus Montana miotis leukoencephalitis; VNO = Virus do Nilo
ocidental; VOHF = Virus Omsk hemorrhagic fever; VPOW = Virus Powassan; VRB = Virus Rio Bravo;
VROC = Virus Rocio; VSEP = Virus Sepike; VTBE = Virus Tick-borne encephalitis; VUSU = Virus Usutu;
VWES = Virus Wesselsbron; VZIK = virus Zika.
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4. DISCUSSAO

Os membros do género Flavivirus apresentam incontestavel
importancia em saude publica, bem como para a economia, isto devido as
inumeras epidemias ocorridas em comunidades humanas, com expressiva
morbidade e mortalidade, bem como o comprometimento da produtividade de
rebanhos, que sao fundamentais para manutengao da economia e subsisténcia
global (Gritsun et al., 2003; Halstead & Jacobson, 2003; Staples & Monath,
2008; Ulloa et al., 2009). Tendo em vista essa importancia, valiosos esforgos
da comunidade cientifica brasileira vém gerando importantes informagdes para
o melhor entendimento dos aspectos clinicos, ecologicos e de distribuicdo
geografica dos flavivirus no pais (Travassos da Rosa et al., 1997; Vasconcelos
et al., 1998; Figueiredo, 2000).

Os estudos de caracterizagdo genética vieram complementar as
lacunas do conhecimento deixadas pelos estudos soroldgicos, infecgbes
experimentais e epidemiologia dos flavivirus, contribuindo com informag¢des no
ambito molecular, o que estreitou as relagdes entre as caracteristcias
bioldgicas e genéticas, além de contribuir com a taxonomia viral e constituir a
base para o desenvolvimento de ferramentas diagndsticas mais precisas e
rapidas (Kuno et al., 1998; Scaramozzino et al.,, 2001), bem como para a
producao de vacinas (Schlesinger et al., 1992; Chang et al., 2004) e drogas
antivirais (Ray & Shi, 2006; Sampath & Padmanabhan, 2009) .

Um dos maiores obstaculos para o estudo dos flavivirus é o
numero limitado de sequéncias completas do genoma, uma vez que as

caracteristicas unicas para os subgrupos é frequentemente revelada apenas
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quando se analisa varios membros de um dado grupo. Tal dificuldade pode ser
vista nas analises envolvendo os grupos dos flavivirus transmitidos por
mosquitos: Ntaya (VBAG - Kuno & Chang, 2007) — grupo Kokobera (VKOK) e
Spondweni (VZIK - Kuno et al., 2005), onde apenas um membro foi
completamente sequenciado ou do grupo Aroa, cujas primeiras sequéncias
completas sdo apresentadas neste trabalho.

Por outro lado, nos ultimos anos com o0 avango dos métodos de
sequenciamento e de filogenia, o numero de sequéncias completas dos
flavivirus vem aumentando consideravelmente, bem como, novos virus tém
sido geneticamente caracterizados (Crabtree et al., 2003; Kuno et al., 2005;
Kuno & Chang, 2007; Hoshino et al., 2007; Crabtree et al., 2009; Hoshino et al.,
2009), proporcionando: (i) um melhor entendimento das relagées filogenéticas
e evolutivas entre os integrantes do género Flavivirus (Zanotto et al., 1996;
Kuno et al., 1998; Billoir et al., 2000; Gould et al., 2003b; Cook & Holmes,
2006); (ii) permitir a analise da organizacdao gendémica (Kuno et al. 2009); (iii)
identificar motivos conservados nas sequéncias aminoacidica associados com
a funcdo da proteina (Gorbalenya et al., 1989; Chang, 1997; Koonin, 1991;
1993; Matusan et al., 2001; Stiasny et al., 2006; Seligman, 2008); (iv) descrever
a estrutura secundaria do RNA e sua relagdo com a sintese do RNA (Alvarez et
al., 2005a; 2005b; Villordo & Gamarnik, 2009). Assim, este trabalho vem
contribuir com a descricdo e analises das sequéncias completas de quatro
flavivirus brasileiros classificados segundo o ICTV como segue: os VBSQ e
VIGU ditos como pertencentes ao grupo Aroa e os VILH e VROC, ditos como

integrantes do grupo Ntaya (ICTV, 2005).
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A caracterizagdo genética dos genomas dos flavivirus VBSQ,
VIGU, VILH e VROC mostraram uma organizagao gendmica similar aos demais
integrantes do género: uma Uunica regidao codificante (ORF) flanqueada por
duas RNC (5’RNC e 3'RNC). Na ORF, as dez proteinas virais, C-PrM-E-NS1-
NS2A-NS2B-NS3-NS4A-NS4B-NS5, também foram observadas, como
anteriormente descritas (Rice et al., 1985; Chambers et al., 1990).

As diferengcas no tamanho do genoma, e consequentemente, no
tamanho dos genes, observados entre os flavivirus brasileiros € também
similare ao padrao apresentado ao se comparar aos demais flavivirus (ANEXO
II). Os tamanhos dos genes Pr/M, NS2A, NS2B, NS4A/2K dos flavivirus
brasileiros em estudo sdo iguais aos de outros flavivirus transmitidos por
mosquitos do género Culex e associados a encefalite, observando-se
pequenas variagdes quanto aos tamanhos dos genes NS1, NS3, NS4 e NS5.
Em relacdo ao gene E, no entanto, o VIGU, com 1.482 nt/ 494aa, apresenta
tamanho compativel com os virus do grupo dengue e febre amarela (493 a 495
aa) que sao associados com febres hemorragicas e transmissao por Aedes e
distinto dos flavivirus encefalitogénicos (500 a 501 aa), incluindo os VBSQ,
VILH e VROC (Quadro 8). Nota-se que o tamanho da poliproteina dos VILH e
VROC difere em apenas um aminoacido, que provavelmente é determinado por
uma delecdo na NS3 do VILH (Quadro 8). Entre os flavivirus, a maior variagao
em tamanho (ANEXO II), bem como em variabilidade genética (Tabela 3) é
observada para o gene C.

Essa variagcdo no tamanho da ORF e de genes individuais entre

0os grupos dos flavivirus transmitidos por mosquito foi observada,
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estatisticamente pelos testes ndo paramétricos por Kuno e colaboradores
(2009). Nessa analise, os autores comprovaram uma variagdo significativa
crescente entre os grupos: flavivirus de insetos, agentes zoondticos com
vetores desconhecidos e flavivirus transmitidos por vetores (mosquitos e
carrapatos), bem como que entre os flavivirus transmitidos por mosquitos, os
virus relacionados com encefalites apresentam a ORF maior; os VKOK, VIGU,
VKED e VZIK apresentam tamanho intermediario; e grupo do VDEN apresenta
ORF com menor tamanho.

Quanto a variagdo no tamanho das RNCs, as 5RNCs dos
flavivirus brasileiros em estudo apresentaram tamanho compativel com a
média dos flavivirus transmitidos por mosquitos (Markoff, 2003), notando-se
que os VBSQ e VIGU apresentaram tamanhos equivalentes, o que também é
observado entre os VILH e VROC (Quadro 8). A maior variagdo no
comprimento foi observada para a 3'RNC, fato este também descrito para
outros flavivirus (Hahn et al., 1987; Markoff, 2003).

As sequéncias conservadas da 3’'RNC dos flavivirus transmitidos
por mosquitos RCS3-CS3-RCS2-CS2-CS1[3'CYC] (sentido genbmico 5 —3’),
também foram analisadas nos genomas dos flavivirus brasileiros, que
apresentaram tamanho compativel com o descrito na literatura (Hahn et al.,
1987; Markoff, 2003). O padrdo das sequéncias conservadas da 3'RNC do
VBSQ foi similar ao apresentado pelos sorotipos do VDEN e pelo VKOK, ao
passo que para os VIGU, VILH e VROC o padrao foi mais relacionado ao grupo

da encefalite japonesa, observando-se, no entanto, a auséncia da RCS3
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(Figura 15), o que reforgca a similaridade desses virus com o grupo da
encefalite japonesa, a exemplo do que ocorre na filogenia (Kuno et al., 1998).

Sabe-se que o padrdo das sequéncias conservadas da 3'RNC
estd estritamente relacionado a subdivisdo dos flavivirus em
grupos/sorocomplexos: todos os integrantes do grupo da encefalite japonesa
apresentam o padrao RCS3-CS3-RCS2-CS2-CS1, enquanto que os membros
do complexo dengue possuem um padrao RCS2-CS2-CS1 (Hahn et al., 1987;
Poindinger et al., 1996; Markoff, 2003). A presenca de diferentes padrbes entre
os flavivirus transmitidos por mosquitos e flavivirus transmitidos por carrapatos
(Markoff, 2003), sugere a importancia dessas regides para a classificagcao
taxondmica desses agentes virais (Hahn et al., 1987; Charlier et al., 2002;
Leyssen et al., 2002; Markoff, 2003; Kuno & Chang, 2006; Kuno & Chang,
2007; Hoshino et al., 2009).

Apesar dos VILH e VROC serem incluidos no grupo Ntaya (ICTV,
2005), a analise mostrou que estes virus apresentam um padrdao CS3-RCS2-
CS2-CS1 (Figuras 15 e 16) e que é distinto do VBAG (RCS3-CS3-CS2-CS1)
(Kuno & Chang, 2007). Da mesma forma, O VBSQ nao apresenta a CS3, que
por sua vez esta presente no genoma do VIGU e ambos os virus sao ditos com
membros do grupo Aroa, de acordo com o CITV (ICTV, 2005).

E interessante notar que ao se comparar o padrio das
sequéncias conservadas da 3'RNC com os diferentes quadro clinicos
associados aos flavivirus, observa-se a presenga das CS3 e/ou RCS3 no
genoma dos virus encefalitogénicos, tal como aqueles pertencentes ao grupo

da encefalite japonesa (Gubler et al., 2006), como por exemplo o VBAG
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(Bondre et al., 2009) e o VROC (Lopes et al., 1978a; 1978b). Por outro lado, o
padrdao RCS2-CS2-CS1 esta associado aos virus que causam manifestagdes
exantematicas e/ou icterohemorragicas aqui representados pelos sorotipos do
VDEN (Travassos da Rosa et al.,, 1997), VKOK (Nisbet et al., 2005) e VZIK
(Hayes, 2009). Ressalta-se que o VFA apresenta um padrao das sequéncias
conservadas que é distinto dos demais flavivirus transmitidos por mosquitos,
possuindo trés repeticoes em série de uma sequéncia conservada, ao invés da
RCS2-CS2 (Markoff, 2003; Bryant et al., 2005). No entanto, para verificar essa
hipotese seria necessario realizar estudos infeccdo experimental com cepas
mutantes (sem as CS3 e/ou RCS3) para avaliar o papel dessa regiao em
relagao ao tropismo viral e ao tipo de alteragdes patoldgicas.

Quanto a conservagao das CS1[3’CYC], CS2, RCS2, CS3, RCS3,
autores como Kuno e Chang (2007) consideram como sequéncias conservadas
imperfeitas (IMCS) aquelas que apresentam entre duas a cinco alteracdes
nucleotidicas, quando comparadas com a sequéncia consenso. Sendo assim, a
analise do alinhamento nucleotidico das 3’'RNC dos flavivirus transmitidos por
mosquitos mostrou que a CS1 do VIGU é imperfeita (ImMCS1), por apresentar
trés alteragdes nucleotidicas (duas substituigdes do tipo transicbes e uma
insercdo). Quanto a CS2 ser completamente conservada entre os integrantes
dos grupos da encefalite japonesa e do dengue (exceto o VDEN3), VBAG,
VKOK e VZIK (Markoff, 2003; Figura 16), para VIGU e VILH foi observado uma
substituicido em posicoes distintas. Ademais, na CS3 do VIGU observou-se
uma substituicdo do tipo transversdo (A—T) na posigao 10.485, que também é

observada na CS3 dos VALFUY e VBAG (Figura 16).
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Estudos anteriores mostraram que mudangas pontuais nas
sequéncias conservadas da 3'RNC estado relacionadas a importantes fungdes
bioldgicas dos flavivirus, tais como sobrevivéncia e/ou patogenicidade (Bryant
et al., 2005; Khromykh et al., 2001) e que dele¢des das CS2, RCS2 e CS1
estdo associadas a reducado consideravel na competéncia da replicagao viral
(Men et al.,, 1996). Entretanto, estudos adicionais sdo necessarios para
correlacionar a nao ocorréncia de infeccdo humana pelos VIGU e VBSQ, bem
como as infecgdes subclinicas pelo VILH, com as alteragcdes observadas nas
sequéncias conservadas da 3’'RNC.

O papel da estrutura secundaria de ciclizagdo do RNA dos
flavivirus tem sido associada com os processos de sintese do RNA e tradugao
das proteinas virais, evidenciando a importancia da conservagao das
sequéncias de ciclizagdo 5CYC e 3'CYC (Proutski et al., 1997; Khromykh &
Westaway, 1997; Villordo & Gamarnik, 2009). A pesar da CS1 do VIGU ter sido
considerada imperfeita (IMCS1) onde uma unica alteragcao foi observada na
regido 3’'CYC, a estrutura secundaria do RNA foi conservada observando-se o
pareamento com a regiao 5’CYC.

As estruturas secundarias preditivas para flavivirus brasileiros
foram similares as observadas nos estudos realizados por Proutski e
colaboradores (1997) e Kuno & Chang (2006; 2007). As estruturas secundarias
peculiares da 5’RNC - 5’ES e grampo do capsidio (5’CapHS) —, bem como da
3’RNC (3'SL) foram mantidas na estrutura de ciclizagdo dos flavivirus
brasileiros (Figura 18), corroborando a analise de Villordo & Gamarnik (2009).

Como esperado, o pentanucleotideo 5-CACAG-3’, que é extremamente



143

importante para a replicacdo dos flavivirus (Hahn et al., 1987), foi encontrado
ao nivel da 3’SL dos quatro flavivirus em estudo (Figura 17).

Comparando a energia livre necessaria para manter a ciclizagao
do RNA viral dos VBSQ, VIGU, VILH e VROC, observa-se que a energia
necessaria para a formagao da estrutura secundaria do VIGU foi menor quando
comparada com os demais flavivirus em estudo. Isso possivelmente se deve ao
reduzido numero de grampos observados na conformacgao secundaria do RNA
do VIGU (Figura 17).

As sequéncias responsaveis pela ciclizagdo do RNA, também
estdo presentes na estrutura preditiva dos flavivirus brasileiros: pareamento
entre as sequéncias conservadas 5CYC e 3'CYC (Hahn et al.,, 1987) e das
sequéncias de ciclizagdo, 5SCy e 3'SCy (Alvarez et al., 2005b). Apesar do
pareamento 5’SCy-3’'SCy dos VBSQ e VROC nao serem perfeitas (Figuras 18
e 19), observa-se a presenca de pequenas algcas (PA). Da mesma forma, a
5'CyC do VROC nao é completamente pareada em virtude da presenga de
substituicdes nucleotidicas (Figura 19). Estes fatos parecem nao interferir na
formacgao da estrutura de ciclizacdo desses virus, tdo pouco na infectividade
viral, uma vez que o VROC foi capaz de causar lesdes intensas no SNC de
hamsters dourados (Henriques, 2009). Uma terceira sequéncia complementar
entre a 5’RNC e a 3'RNC (com sete nucleotideos) foi observada no VBSQ
(Figura 17), que até o presente momento ainda nao foi descrita para outros
flavivirus.

Muito embora as mutagdes nao-silenciosas estejam ligadas

diretamente a mudanca conformacional das proteinas, o que pode resultar em
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alteragbes bioquimicas e biologicas das proteinas e, consequetemente,
podendo modificar a viruléncia, bem como a patogénese viral (atenuar um virus
ou mesmo modificar o seu tropismo tecidual/celular, etc.), as mutagdes
silenciosas podem alterar a conformacéo da estrutura secundaria dos virus e
com isso, interferir em suas caracteristicas bioldgicas (Markoff, 2003; Villordo &
Gamarnik, 2009). Sendo assim, as alteracbes genéticas (sinbnimas e/ou nao
sinbnimas) que distanciam o VILH do VROC, podem estar relacionadas com a
distinta estrutura secundaria do RNA do VILH de modo que tal virus tornou-se
menos virulento que o VROC, tal como mostrou o estudo de Henriques (2009).

Com relagao a poliproteina, os flavivirus brasileiros basicamente
seguiram 0 mesmo padrdo de clivagem de proteina estabelecido para os
demais flavivirus isolados de mosquitos (Rice & Strauss, 1990; Billoir et al.,
2000; Kuno & Chang, 2007). Como esperado, o padrdao da distribuicdo dos
residuos de Cis nas proteinas PrM, E e NS1 (6,12,12) foi o mesmo para os
demais flavivirus (Mackenzie et al.,, 1996; Heinz & Allison, 2003; Chiu et al.,
2005), provavelmente devido a grande importancia desses residuos na
formacgao das ligacdes dissulfeto responsaveis pela estabilizagdo da estrutura
secundaria das proteinas (Nowak et al., 1989).

O papel dos carboidratos ndo € completamente compreendido em
relacdo a funcio bioldgica, imunogenicidade e estabilidade das glicoproteinas
virais. Anticorpos monoclonais contra a proteina E de diferentes cepas do
VESL mostraram que a glicosilagdo nao € essencial para conformagdo dos
epitopos ou atividade bioldgica, uma vez que cepas nao glicosiladas mantém a

mesma antigenicidade (Vorndam et al., 1993). Ademais, a completa
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deglicosilagao da proteina E do VTBE, pela endoglicosidase F, ndo impede a
infectividade viral nem a atividade hemaglutinante da proteina E, mostrando
que a glicosilagao nao exerce um papel fundamental na estrutura antigénica do
VTBE desde que a reatividade das particulas deglicosiladas € idéntica quando
analisada por anticorpos policlonais € monoclonais (Winkler et al., 1987). Por
outro lado, a importancia dos sitios de glicosilagdo da proteina E nos processos
de replicagao e maturacéao viral (Goto et al., 2005; Li et al., 2006), bem como no
aumento da eficiéncia replicativa é evidente (Scherret et al., 2001; Shirato et
al.,, 2004). Ademais, os sitios de glicosilagdo também estdo associados a
neuroviruléncia (Halevy et al., 1994; Chambers et al., 1998; Shirato et al., 2004;
Beasley et al., 2005).

A presenca de potenciais sitios de glicosilagdo ao longo das
proteinas PrM, E e NS1 dos flavivirus brasileiros, objeto deste trabalho,
mostrou que o numero de tais sitios difere entre esses virus, assim como para
os demais flavivirus transmitidos por mosquitos (Kuno & Chang, 2006). E
interessante notar que os sitios de glicosilagdo descritos nas posi¢coes 154 da
proteina E (exceto VBSQ) e 130 da NS1, permanecem conservados entre os
quatro flavivirus. A glicosilagcdo na posicao 154 da proteina E também foi
reconhecida no VKUN (Adams et al., 1995), VDEN (Johnson et al., 1994) e
VTBE (Heinz & Allison, 2003); enquanto que a glicosilagado na posi¢cao 130 da
proteina NS1, bem como na posicao 207 (vista na NS1 do VBSQ), foi
detectada no VDEN-2, mostrando a participacao desses sitios na estabilidade
da particula viral e no processamento/transporte da NS1 (Crabtree et al., 2005).

Ademais, a deglicosilagdo de um ou ambos os sitios de glicosilagdo da NS1
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reduz a replicagdo do VDEN-2 em células de mosquitos clone C6/36, bem
como a neuroviruléncia em camundongos para o VDEN-2 (Crabtree et al.,
2005) e VFA (Muylaert et al., 1996). Entretanto, estudos adicionais de infeccao
experimental fazem-se necessarios para tentar correlacionar a fungédo dos
sitios de glicosilacdo das proteinas virais com as caracteristicas biologicas e
antigénicas dos flavivirus.

As analises dos dominios e dos motivos conservados foram
realizadas para as proteinas E, NS3 e NS5 devido a relevancia dessas
proteinas no processo replicativo e na patogenicidade dos flavivirus (Gubler et
al., 2007; Lindenbach et al., 2007), além de serem constantemente alvos de
analises filogenéticas (Kuno et al., 1998; Gaunt et al., 2001; Kuno et al., 2009).

O tamanho da proteina E varia entre 493 a 501 aa entre os
flavivirus transmitidos por vetores (mosquitos e carrapatos) e os agentes
zoonoticos. Dois, dos trés dominios da proteina E foram identificados pelos
bancos de dados do Interproscan: o dominio Il (ectodominio) e Il (similar a
imunoglobulina). As posicbes e o tamanho desses dominios dentre as
proteinas E dos flavivirus em estudo foram mais ou menos equivalentes
(Tabela 1). No dominio I, foi verificada a conservacéao do peptideo de fusao e
no dominio Ill, a do tripepideo RGD.

Sabe-se que apenas 18% da proteina E é conservada entre os
flavivirus patogénicos (Seligman & Bucher, 2003). Apesar do peptideo de fuséo
corresponder a 3,2% dos aminoacidos conservados, esse motivo contém cerca
de 13% dos aminoacidos conservados da proteina E. A necessidade requerida

para as mudancgas conformacionais durante o processo da fusao da proteina E
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com a membrana celular faz com que o peptideo de fusdo apresente alto grau
de conservagao entre os flavivirus, sugerindo que a ocorréncia de mutagdes
sejam raras, muito embora cinco sitios (N104, L108, F109, S113 e 1114) sejam
considerados mais variaveis quando se compara diferentes integrantes do
género Flavivirus (Seligman, 2008) (Figura 28, Anexo V).

Os peptideos de fusdo dos VBSQ, VIGU, VILH e VROC estdo em
posicao analoga aos peptideos de fusdo dos demais flavivirus. Ademais, a
sequéncia aminoacidica para os flavivirus transmitidos por Culex
(DRGWGNGCGLFGKGSI) apresenta-se completamente conservada para o
VILH (Seligman, 2008). Notou-se que os seis residuos de Gli necessarios para
que ocorra a rotacao em torno das pontes C-C e C-N, facilitando as mudancas
conformacionais da proteina E necessarias para a fusdo com a membrana do
hospedeiro (Seligman, 2008), permanecem conservada para VILH e VROC,
havendo uma substituicdo de G103N nos VBSQ e VIGU. Dentre os residuos de
Gli, destaca-se o residuo G105, que influencia diretamente a fusdo de
membrana e a replicagao viral e é altamente conservado entre os flavivirus
transmitidos por mosquitos (Seligman, 2008), assim como foi observada para
os flavivirus brasileiros.

Quanto aos VBSQ, VIGU e VROC, trés, duas e uma alteragdes
aminoacidicas foram detectadas ao nivel dos peptideos de fuséo,
respectivamente. Comparando-se o numero de mutagdes por sitio (Figura 28),
observa-se que mutagdes no sitio G103, ndo sdo muito frequentes entre os
flavivirus, muito embora tenham sido observadas tanto no VBSQ quanto no

VIGU. O mesmo foi observado para a posicao D99, que no VBSQ é N99. Por
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outro lado, as alteragdes nas posi¢des S113 e 1114, observada no VBSQ, VIGU
e VROC, apresentam as maiores divergéncias entre os flavivirus (Seligman,
2008).

A perda de uma das seis Gli do peptideo de fusdo do VBSQ e
VIGU pela substituicaio de G—N, precisa ser melhor estudada. Nessa
mudanga, apesar da polaridade do aminoacido ter se mantido (G e N sao
ambos polares — ANEXO Ill), ndo se sabe o quanto tal mudanga pode
influenciar a infectividade dos VBSQ e VILH, sendo necessario realizar estudos
de protebmica e infecgdo experimental com cepas geneticamente alteradas,
objetivando elucidar essa questao.

O tripeptideo RGD (residuos 388 a 390) encontrado no dominio Il
da proteina E dos VEJ (Lee & Lobigs, 2000), VALFUY (May et al., 2006), VUSU
(Bakonyi et al., 2004) e VEMV (Hurrelbrink & McMinn, 2001) aparentemente
envolvido no processo de adsorcao viral a célula hospedeira, corresponde a
RGE no VNO (Castle et al., 1985) e RPG no VESL (Ciota et al., 2007). O
tripeptideo TPG, visto na proteina E do VROC, é também encontrado no
VKED, e difere no VBAG no ultimo aminoacido (TGE), enquanto que o
tripeptideo VGD do VBSQ é encontrado no VZIK (Kuno & Chang, 2007). Em
nenhum outro flavivirus foi encontrado a sequéncia QEN, observada no VILH.
A funcdo na interagcdo virus-célula hospedeira em relacdo aos diferentes
tripeptideos dos flavivirus brasileiros analogos RGD do grupo da encefalite
japonesa, precisa ser melhor estudada.

A atividade de protease da NS3 esta localizada dentro dos

primeiros 180 aa (Li et al., 1999) tal como foi encontrada para os VBSQ, VIGU,
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VILH e VROC (Tabela 1). Os sitios cataliticos His-Asp-Ser nas posicoes
aminoacidicas 51, 75 e 137, respectivamente (com base na sequéncia da NS3
do VKUN), também permanecem conservados entre os virus em estudo, muito
embora a localizagado tenha situado um aminoacido antes no VIGU (Tabela 1).
O motivo VIGLYGNG, entre as posicoes 145 a 152 da NS3 do VKUN
corresponde ao sulco de ligacado do substrato (Chang, 1997) e esta conservado
para VROC e VBSQ. Ampliando a analise para os demais flavivirus, observa-
se a variagao nos dois primeiros aminoacidos, o que é compartilhado para o
VIGU e VILH. Como esperado, os motivos sao relacionados a atividade de
protease serina da NS3 (Gorbalenya et al., 1989; Matusan et al., 2001).

Os dominios MTase-SAM e RdRP da NS5 dos flavivirus (Koonin,
1993), apresentam posi¢des analogas no genoma dos flavivirus brasileiros.
Dentre os oito motivos determinantes para a atividade de polimerase (RdRP)
da NS5 dos flavivirus, observam-se mutagdes nos motivos V, VI e VIl dos
flavivirus em estudo. A mesma alteragdo observada no motivo V do VROC
(Y614F) foi também observada para os integrantes do grupo da febre amarela,
enquanto que a alteragao para o VILH (V619A) foi descrita para os sorotipos do
VDEN. A unica alteragdo do motivo VI foi observada exclusivamente para o
VILH, assim como a mutacdo C713G no motivo VII. Ademais, o sitio DDC
(também denominado de motivo B), que faz parte do sitio NTP-ligante para
inumeras enzimas ATP- e GTP-ligantes (Kramer & Argos, 1984; Koonin, 1993),
também permanece conservado para os quatro flavivirus em estudo.

Sabe-se que alteracbes nas proteinas que fazem parte do

complexo de sintese do RNA viral (NS1-NS2A-NS3-NS4B-NS5) podem
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interferir a infectividade viral e promover a uma melhor eficiéncia da replicagcao
em células do SNC (Gubler et al.,, 2007), o que chama a atengao para as
alteragbes nos motivos VI e VII do VILH, sugerindo a necessidade de
realizacao de estudos adicionais para estudar essas caracteristicas desses
virus.

A analise gene por gene utilizando o Bootscan, proporcionou
informacdes valiosas para a melhor compreensao das relagdes filogenéticas
entre os quatro flavivirus em estudo com outros flavivirus transmitidos por
Culex. Essa analise corroborou os achados da literatura (Kuno et al, 1998;
Kuno & Chang, 2005; Kuno et al., 2009) que mostra a estreita relacao genética
entre VBSQ e VIGU (Figura 20 A) e uma proximidade desses virus com 0s
VKOK (E, NS1 e NS3), VZIK (NS3), VKED (NS1). O VILH e VROC sao
estreitamente relacionados entre si e proximos dos VNO (NS1) e VBAG (PrM)
(Figura 20 B), corroborando as analises filogenéticas com base em estudos
prévios com NS5 (Kuno et al., 1998; Gaunt et al., 2001), E (Gaunt et al., 2001)
e ORF (Kuno et al.,, 2009), que mostram que os flavivirus brasileiros
apresentam topologia posicionada entre os membros do grupo da encefalite
japonesa e o VBAG do grupo Ntaya. Essa relacdo fica melhor evidenciada
quando o VILH foi retirado da analise do Bootscan (Figura 21), em que se
observa que ao longo da ORF, o VROC apresenta maior similaridade com os
VBAG e VESL, corroborando com a filogenia de diferentes genes.

Ademais, o programa Bootscan também ja servir como
ferramenta para avaliar recombinagao entre cepas virais, tal como observado

para Virus da imunodeficiéncia humana (Lole et al., 1999). Apesar dos
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flavivirus exibirem alguns fatores ecolégicos bem como a ocorréncia de
epidemias e de infecgbes cronicas dos hospedeiros que propiciam a
recombinagao (Gritsun et al., 2003; Gubler et al., 2007), as analises das
arvores filogenéticas individuais utilizando genes de qualquer parte do genoma
Oou mesmo o0 genoma inteiro sugerem recombinacao entre os flavivirus de uma
mesma espécie (Gould et al.,, 2003b). Portanto, a analise do Bootscan
utilizando espécies distintas apenas mostra que um dado flavivirus pode
apresentar maior similaridade com diferentes virus, dependendo da regiao da
ORF que esta sendo analisada, afastando a possibilidade de recombinacao
entre esses agentes virais.

A exemplo da similaridade nucleotidica entre os flavivirus vista na
analise do Bootscan, o calculo de identidade aminoacidica reflete a mesma
proximidade genética: VBSQ com VIGU e VILH com VROC. E valido ressaltar
que as identidades aminoacidica entre VILH e VROC (77,5%) e nucleotidica
(72,5%) para a ORF, assim como para o gene NS5 (78,5% aa / 70,3% nt)
demonstradas neste estudo sao inferiores ao valor limitrofe de 84% para
identidade nucleotidica utilizado como critério de inclusdo de espécie viral
dentro do género Flavivirus, como previamente descrito (Kuno et al., 1998;
Gaunt et al., 2001). Portanto, esse dado suporta a hipotese de que os VILH e
VROC correspondem a espécies distintas. Este raciocinio também se aplica
para a situacao dos VBSQ e VIGU (Tabela 2).

Com base no critério de inclusdo de grupo, que suporta valores >
71% para a identidade aminoacidica (Kuno et al., 1998; Gaunt et al., 2001), os

VILH e VROC néo apresentaram valores suficientes para a inclusdo no grupo
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Ntaya (média da identidade aminoacidica da ORF do VILH e VROC em relagao
ao VBAG: 64,9%) nem com o grupo da encefalite japonesa (média de 64,9%).

Ademais, o gene C apresenta os menores valores de identidade
aminoacidica entre os flavivirus (Tabela 2), o que explica a dificuldade de
estabelecer relagcbes filogenéticas utilizando tal gene. Ao se analisar o
alinhamento das sequéncias nucleotidicas e aminoacidicas do gene C,
percebe-se a grande variabilidade genética existente, com um numero de gaps
representativos capazes de gerar valores de bootstraps de baixa confiabilidade
para dar suporte a relagao filogenética. Por outro lado, a analise de 62 cepas
virais do VDEN1, mostrou que o gene C é extremamente conservado dentro de
uma dada espécie (Carneiro, 2009). Sendo assim, sugere-se que gene C seja
melhor analisado e que este possa ser um bom alvo para diferenciar espécies
virais do género Flavivirus para fins de diagndstico.

A avaliacdo de sequéncias gendmicas completas e parciais para
um crescente numero de flavivirus tem se mostrado importante para estimar a
relacao filogenética e a base para hipéteses evolutivas. Analises filogenéticas
tem sido feitas com base nas sequéncias genémicas completas, sequéncias
nucleotidicas parciais ou em sequéncias aminoacidicas das proteinas virais,
principalmente dos genes E e/ou NS5 (Zanotto et al., 1996; Billoir et al., 2000;
Gaunt et al., 2001; Gould et al., 2003a; Kuno & Chang, 2005; Cook & Holmes,
2006; Kuno et al., 2009).

As subdivisbes nos quatro grupos relacionados as caracteristicas
ecoldgicas/filogenéticas: flavivirus transmitidos por mosquitos, flavivirus

transmitidos por carrapatos, agentes zoondticos com vetor desconhecido e
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flavivirus de insetos (Kuno et al., 1998; Billoir et al., 2000; Gaunt et al., 2001;
Gould et al., 2003a; Kuno et al., 2009), foram mantidas em todas as analises
filogenéticas apresentadas neste trabalho. Essa subdivisao reflete largamente
a selecao adaptativa natural imposta ao virus pelos hospedeiros vertebrados,
vetores invertebrados e pelas associagdes ecoldgicas (Gould et al., 2003a).

No que se refere a cladogénese dos flavivirus transmitidos por
artrépodes, nota-se que a organizacdo gendmica do grupo dos flavivirus
transmitidos por carrapatos €& monofilética, ao passo que para flavivirus
transmitidos por mosquitos € parafilética. De fato, essa peculiaridade também
foi observada por Zanotto e colaboradores (1996), que relata intensa
ramificacdo, seguido por extingao de linhagens e consequente formacado de
subclados para o grupo dos flavivirus transmitidos por mosquitos que se
encontra associado com a teoria de “Boom and Bust’, enquanto que os
flavivirus transmitidos por carrapatos segregam-se continuamente através do
tempo.

Percebe-se que a analise individual de cada gene, bem como das
regides estrutural e ndo estrutural, o subgrupo dos flavivirus transmitidos por
Culex apresenta uma maior variagao da topologia, contrastando com o padréo
estavel dos grupos do VDEN e VFA (flavivirus transmitidos por Aedes). Esse
aspecto da subsidios para a analise evolutiva de Gaunt e colaboradores (2001)
que sugere que os eventos evolutivos dos flavivirus transmitidos por Culex
sejam mais recentes, e por isso apresentam relagdes filogenéticas mais
instaveis quando comparadas aos flavivirus transmitidos por Aedes. Foi

Observado que o grupo da febre amarela constitui uma linhagem distinta dentre
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os flavivirus transmitidos por mosquitos, que, provavelmente esta associado as
proprias caracteristicas genéticas desses grupo que o separa dos sorotipos do
VDEN.

Dependendo da regido génica a ser analisada, o grupo
constituido pelos VILH e VROC pode estar mais associado com o grupo da
encefalite japonesa do que com o grupo Ntaya, que é o caso da anadlise da
regido estrutural, que, por sua vez, corrobora os dados sorologicos. Por outro
lado, os VILH e VROC podem estar mais associados ao grupo Ntaya, como é
observado na arvore construida pela regido nao estrutural. Sabendo que cerca
de 80% da ORF é composta da regidao nao estrutural, & evidente que a arvore
filogenética da ORF seja similar a da regidao nao estrutural.

A associacao filogenética entre VILH e VROC com o grupo da
encefalite japonesa, e distinto do grupo Ntaya (tal como mostra a topologia da
Figura 24) também foi observada na analise filogenética realizada por Bronde e
colaboradores (2009), utilizando o método de AV. Sendo assim, variando-se o
método filogenético, a associagao entre VILH e VROC com os referidos grupos
também pode ser observada.

A relagcado peculiar entre os flavivirus transmitidos por Aedes
(VDEN e VFA) e o viscerotropismo, bem como os flavivirus transmitidos por
Culex com o neurotropismo (grupo da encefalite japonesa) foi primeiramente
associado por Sabin (1959). Posteriormente, Gaunt e colaboradores (2001)
confirmaram essa relacdo com base nas analises filogenéticas do gene NS5,
muito embora algumas excecbes a essa teoria tenha sido mostrada para

alguns flavivirus transmitidos por mosquitos (Mutebi et al., 2004).
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Com tudo, as analises filogenéticas da ORF, regido estrutural e
regido nao estrutural mostraram uma subdivisdo com relagéo ao tropismo viral
um pouco distinta da apresentada por Gaunt e colaboradores (2001).
Atualmente, ja se sabe que o VZIK é transmitido por Aedes sp. e esta
associado com sindromes exantematicas (Kuno e Chang, 2005), tal como os
VDEN e o VFA (Travassos da Rosa et al., 1997). O VKED esta associado
filogeneticamente ao VZIK e também ¢é transmitido por Aedes sp., muito
embora as manifestagdes clinicas do VKED sejam desconhecidas (Kuno e
Chang, 2005). Na analise da regiao estrutural, que esta diretamente associada
as caracteristicas biolégicas dos flavivirus, observa-se claramente a
associacao do VZIK, VKED, com o grupo do VDEN (Figura 24).

O grupo dos flavivirus transmitidos por Culex é formado pelos
membros do grupo da encefalite japonesa, os VILH, VROC, VBAG, VBSQ e
VKOK. Apesar do VILH e VROC terem sido isolados de Psorophora sp.
(Vasconcelos et al., 1992; 1998), o VROC pode se replicar em mosquitos do
género Culex sp., pelo menos em condi¢gdes laboratoriais (Mitchell et al., 1981).
A maioria desses flavivirus esta associada a encefalite, com exceg¢ao dos virus:
VBSQ, cuja clinica foi associada ha apenas um caso febril (Srihongse &
Johnson, 1971); VIGU, para o qual ndo ha registro de casos humanos
(Figueiredo, 2000); e o VKOK, que causa doenca febril exatematica (Nisbet et
al., 2005).

Essas lacunas da associagao entre as caracteristicas ecoldgica e
tropismo viral com a filogenia vista no grupo dos flavivirus transmitidos por

mosquitos € reflexo da propria organizacdo parafilética desse grupo.
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Provavelmente, essa questdo sé podera ser elucidada com a descoberta de
novos flavivirus. Sendo assim, quanto mais conhecimento se produz a respeito
da filogenia dos flavivirus, mais sequéncias estardo disponiveis e,
consequentemente, se novos isolados sao identificados, eles podem ser
inseridos em um grupo ja existente ou mudar a posigao de alguns virus dentro
da classificagao atual determinada pelo CITV (ICTV, 2005).

Esta plasticidade da organizacao filogenética dos flavivirus pode
ser observada na analise do virus Kadam (KADV) por Gaunt e colaboradores
(2001), no qual este flavivirus transmitido por carrapatos era classificado,
primeiramente, no grupo dos hospedeiros mamiferos, sendo sugerido a sua
maior aproximagao genética com o grupo dos hospedeiros de aves marinhas,
formando um forte grupo filogenético juntamente com os virus Tyuleniy (TYUV),
Saumarez Reef (SREV) e Meanban (MEAV). A posicao filogenética dos virus
VESL, VZIK, VEJ, VKED, Spondweni (VSPON) sdo constantemente
contestadas e devem ser revistas (Gould et al.,, 2003b), a exemplo desta
revisdo quanto a classificacdo e posicoes filogenéticas dos VBSQ, VIGU, VILH
e VROC.

A analise filogenética concatenada das sequéncias parciais dos
genes E-NS5 agrupou informagdes contidas tanto das regides estrutural quanto
nao estrutural. Nessa analise ficou evidente a distingdo entre VBSQ e VIGU, e
que estes virus pertencem a grupos genéticos distintos: sendo o VBSQ
associado ao VNJL e o VIGU associado ao VAROA. Ademias, os VILH e
VROC estao separados do grupo Ntaya, constituido pelos VBAG, VNTA, VITM

e VTMU, mostrando serem dois grupos distintos, porém ambos associados ao
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grupo da encefalite japonesa. Esses dados corroboram as analises
filogenéticas das sequéncais parciais do gene NS5 realizada por Gould e
colaboradores (2003a; 2003b) e Cook & Holmes (2006).

Comprando todas as analises realizadas neste trabalho, acredita-
se que a filogenia da ORF ainda apresente dados mais fidedignos com relagéo
a verdadeira associacao entre os flavivirus do que utilizar analises de genes
individuais, muito embora as analises dos genes E, NS3 e, principalmente NS5,
possam resolver a topologia de alguns flavivirus.

O VROC é classificado como subtipo do VILH e ambos incluidos
no grupo grupo Ntaya. De maneira similar, o VIGU e VBSQ sao classificados
como subtipos VAROA. Com base nos proéprios critérios do CITV para a
classificagao de espécie viral, analisaram-se as diferencas desses virus quanto
a: organizagdo do genoma, identificacdo das proteinas, propriedades
antigénicas, relagoes filogenéticas e caracteristicas bioldgicas (ICTV, 2005).

Os critérios de morfologia e propriedades fisico-quimicas que sao
frequentemente utilizados para a inclusdo dentro da familia viral, que no caso
dos virus em estudo ndao ha duvidas que pertencam a familia Flaviviridae. Os
critérios de organizagdo do genoma, bem como, caracteristicas das proteinas
(numero, tamanho e atividade funcional de proteinas estruturais; numero,
tamanho e atividade funcional de proteinas nao-estruturais; sequéncias de
aminoacidos; glicosilagdo), que relacionam uma dada espécie viral a um
género, ja foi discutida anteriormente, confirmando que os VBSQ, VIGU, VILH

e VROC pertencem ao género Flavivirus.
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As relagcbes filogenéticas, como discutidas anteriormente,
mostram que VILH e VROC sao virus distintos, relacionados entre si e
formando num grupo filogenético a parte do grupo Ntaya: o grupo Rocio. Ja o
VBSQ e o VIGU nao sao subtipos do VAROA, tratando-se de espécies viaris
distintas, sendo entéo, proposta a formacgao de dois grupos genéticos: o grupo
Bussuquara, que agrupa VBSQ e VNJL e o grupo Aroa, constituido por VAROA
e VIGU.

Quanto as propriedades antigénicas os quatro flavivirus em
estudo foram relacionados ao grupo B segundo a classificacdo sorologica de
Casals (Karabatsos, 1985). Entretanto, algumas peculiaridades sobre a relacéo
antigénica desses virus devem ser relevadas.

Como relatado anteriormente, VILH e VROC sao antigenicamente
relacionados entre si com os membros do grupo da encefalite japonesa (Lopes
et al., 1978a; 1978b; Iversson et al., 1988; Vasconcelos et al., 1998), sendo
diferenciados apenas pelo TN (Vasconcelos et al., 1998). De fato, as relagdes
dos titulos dos anticorpos homodlogos versus heterdlogos obtidos quando o
VROC é utilizado com antigeno ou com seu anticorpo especifico € de >640/<10
e 1280/<10, respectivamente (Karabatsos, 1985).

A reacdo cruzada existente entre os flavivirus, sobretudo
observada por IH, ja foi relacionada a existéncia de diversos epitopos da
proteina E que sdo compartilhados por diferentes flavivirus (Gould et al., 1985;
Heinz, 1986), e este fato deve estar diretamente relacionado a emergéncia
recente dos flavivirus transmitidos por Culex (Gould et al., 2003b). Ademais,

tendo em vista que a proteina E é de suma importancia para a adsorcao viral a



159

célula hospedeira, tropismo viral e patogénese, uma vez que mutagdes nessa
proteina possam resultar em neurotropismo de virus viscerotropicos (Gubler et
al., 2007), a existéncia de epitopos compartilhados entre os flavivirus deve ser
reflexo de regides conservadas importantes para a funcionalidade da proteina
E.

Quanto a relagao antigénica néo existem dados na literatura que
comprovem a relagcdo desses virus com o grupo Ntaya. Baseado no teste de
FC realizado na University of Texas Medical Branch (UTMB) (Travassos da
Rosa, A.P.A., dados nao publicados), ndo ha reatividade entre o VROC com o
VNTA enquanto que o VILH apresenta baixa reatividade (Tabela 5, Anexo V).
O VNTA esta mais relacionado antigenicamente com o grupo da encefalite
japonesa (Tabela 5, Anexo V), assim como discrito para o VBAG (Kuno &
Chang, 2007; Bondre et al., 2009). O que se deduz que a inclusao de VILH e
VROC deve ter sido feita com base das analises filogenéticas do que NS5 e da
ORF.

As relagbes antigénicas por teste de FC e IH entre VAROA e
VIGU sado mais evidentes entre si do que com os VBSQ e VNJL, que por sua
vez sao mais correlacionados (Travassos da Rosa, A.P.A., comunicagao
pessoal; Karabatsos, 1985).

Do ponto de vista ecoepidemioldgico, VILH e VROC apresentam
possivelmente o mesmo vetor (Psorophora sp.); a distribuicdo geografica dos
desses flavivirus é distinta, sendo o VILH detectado em regides diferentes do

Brasil e o Rocio mais restrito ao sudeste do pais.
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Com relagao as caracteristicas biolégicas, muito embora o VILH e
VROC apresentem potencial encefalitogénico, o VILH esta mais associado a
casos febris esporadicos com menor comprometimento neuroldgico, ao passo
que para o VROC foram registrados casos de encefalites graves e por vezes
fatais, o que claramente indica uma diferenca na neuroviruléncia e no modo de
transmissao desses dois virus. De fato essas diferencas de patogenicidade
foram observadas por Henriques (2009) ao analisar o padrdao de resposta
imune e caracteristicas das lesdes teciduais e persisténcia da infeccao
experimental em hamsters dourados inoculados via intraperitoneal. No referido
estudo, VILH apresentou-se mais imunogénico ao passo que o VROC
apresentou maior capacidade de neuroviruléncia; e o tempo de persisténcia da
infeccao para o VROC (trés meses) foi maior do que para o VILH (30 dias).
Estudos de infecgdo experimental com os VAROA, VBSQ, VIGU e VNJL séo
necessarios e possivelmente elucidativas para a compreensao das diferencas e
semelhangas das caracteristicas bioldgicas desses virus.

Portanto, baseados nas caracteristicas genéticas apresentadas
neste trabalho, aliados as propriedades antigénicas e bioldgicas dos VILH e
VROC, sugere-se que esses virus sejam considerados espécies virais distintas
e pertencentes a um grupo genético a parte do grupo Ntaya, designado de
grupo Rocio, devido ao fato desse virus ter maior importancia médica que o
VILH.

Por outro lado, saber se os VBSQ e VNRJ, bem como VAROA e
VIGU tratam-se de um mesmo virus ou espécies diferentes, € uma questao que

sO podera ser completamente respondida pelo sequenciamento completo do
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genoma do VAROA e VNJL e consequente analise genética, aliada aos
estudos de infeccao experimental, a exemplo dos estudos conduzidos para
VILH e VROC.

Para finalizar, este trabalho estimula a comunidade cientifica a
desenvolver estudos de caracterizagdo genética e analise da patogenicidade
dos VAROA, VNJL, além do VCPC e outros membros do grupo Ntaya, e
ressalta a importdncia de concatenar informagdes genéticas, relagdes
antigénicas, caracteristicas bioldgicas e epidemioldgicas para elucidar

questdes controversas.
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5. CONCLUSOES

e Os Flavivirus VBSQ, VIGU, VILH e VROC apresentaram organizagao
génomica e tamanho da ORF, 5RNC e 3'RNC similar aos demais
integrantes do género Flavivirus, sendo mais estritamente relacionados

ao grupo dos flavivirus transmitidos por mosquitos.

e O padrao das sequéncias conservadas da 3'RNC do VBSQ assemelhou-
se com o padrao VDEN e VKOK, ao passo que os VIGU, VILH e VROC
apresentaram um padrao similar aos virus do grupo da encefalite

japonesa, com exceg¢ao da auséncia da RCS3;

e As estruturas secundarias dos flavivirus brasileiros VBSQ, VIGU, VILH e
VROC sao similares a estrutura dos demais flavivirus, apresentando a
conservagao das estruturas secundarias da 5’RNC e 3'RNC e a

presenca das sequéncias de ciclizagdo 5'SCy-3'SCy e 5’CYC-3'CYC;

e Foi observado para o VBSQ um terceiro par de sequéncias pareadas

entre a porgéo 5’ e a 3'RNC inexistente para os demais flavivirus;

e Os flavivirus brasileiros basicamente seguiram o mesmo padrédo de
clivagem de proteina estabelecido para os demais flavivirus transmitidos

por mosquitos;
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O padrao da distribuicao dos residuos de Cis nas proteinas PrM, E e
NS1 para os flavivirus em estudo é similar aos dos demais membros do

género Flavivirus;

O numero de sitios de glicosilagdo para as proteinas PrM, E e NS1 é
distinto entre os flavivirus brasileiros em relagao aos demais flavivirus,
muito embora tenha sido observada a conservagcdo nos sitios de

glicosilagdo na posi¢cao 154 da proteina E e 130 na proteina NS1;

A sequéncia do peptideo de fusdo (proteina E) para o VILH & similar a
sequéncia consenso para os flavivirus transmitidos por mosquitos ao
passo que para os VBSQ, VIGU e VROC, observam-se pequenas

alteragbes aminoacidicas pontuais.

O tripeptideo RGD, visto entre os membros do grupo da encefalite
japonesa, apresenta diferentes sequéncias para os VBSQ, VIGU, VILH e

VROC;

Os motivos conservados que determinam a atividade de helicase da
NS3 apresentam-se conservados para os flavivirus transmitidos por
mosquitos, enquanto que para os motivos relacionados a atividade RdPd
da NS5, o VROC apresentou mutagdes pontuais no motivo V, e o VILH

nos motivos V, VI e VII;
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As anadlises filogenéticas, associadas ao padrdo das sequéncias
conservadas da 3’'RNC, a divergéncia aminoacidica e as caracteristicas
soroldgicas e biolégicas sugerem que o VILH e VROC sao espécies
virais distintas e que formam um grupo relacionado mas separado dos

grupos Ntaya e da encefalite japonesa;

E proposta a formacdo de trés grupos adicionais aos existentes para o
género Flavivirus: o grupo Rocio, que agrupa o VILH e VROC; o grupo
Bussuquara, composto por VBSQ e VNRJ; e o grupo Aroa, que inclui os

VAROA e VIGU.
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ANEXO |

Documento de Autorizagdo para a utilizagdo das amostras dos virus
Bussuquara, Iguape, lIhéus e Rocio fornecida pela dire¢ao do Instituto Evandro

Chagas.

MS - 'QECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE

_INSTITUTO
41 EVANDRO
" CHAGAS

AUTORIZACAO '

Autorizamos a utilizagdo das amostras dos virus Bussuquara (BE
AN 4073), lguape (SP AN 71686), llhéus (BE H 7445) e Rocio (SP H 34675)
pertencentes a Segdo de Arbovirologia e Febres Hemorragicas a fim de
desenvolver a tese de doutorado intitulada “CARACTERIZAGAO
MOLECULAR DO GENOMA COMPLETO DOS ARBOVIRUS BUSSUQUARA,
IGUAPE, ILHEUS E ROCIO (FAMILIA FLAVIVIRIDAE, GENERO
FLAVIVIRUS)" pela aula de pés-graduacdo Daniele Barbosa de Almeida
Medeiros, sob a orientagao do pesquisador Prof. Dr. Pedro Fernando da Costa
Vasconcelos e co-orientagao do Prof. Dr. Marcio Roberto Teixeira Nunes.

Ananindeua, Para, 20 de Agosto de 2006

ELISABETH C.%Eglv IRA SANTOS

Diretora da Instituto Evandro Chagas
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ANEXO Il

Distribuicao dos tamanhos da sequéncias aminoacidicas entre os genes individuais e ORF dos quatro principais grupos dos flavivirus.

genes e tamanho das proteinas
Grupos Virus Estrutural N&o-estruturais ORF
C PM E NS1 NS2A NS2B  NS3  NS4A/2K  NS4B NS5
BSQV 125 167 501 352 227 131 619 149 253 905 3.429
IGUV 119 167 494 353 227 131 619 149 254 904 3.417
ILHV 118 167 501 353 227 131 618 149 255 905 3.424
ROCV 118 167 501 353 227 131 619 149 256 904 3.425
Flavivirus . | SLEV 121 167 501 352 227 131 618 149 258 906 3.430
Transmitidos por E WNV 123 167 501 352 231 131 619 149 255 905 3.433
mosquitos JEV 127 167 500 352 227 131 619 149 255 905 | 3.432
_ | DENV-1 113 166 495 352 218 130 619 150 249 899 3.391
2 | DENV-2 | 114 166 495 352 218 130 615 150 248 900 3.388
L1 DENV-3 | 114 166 493 352 218 130 619 150 248 901 3.391
DENV-4 | 113 166 495 352 218 130 618 150 245 900 3.387
YEV 121 164 493 352 224 130 623 149 250 905 3.411
Flavivirus TBEV 112 168 496 352 230 131 621 149 252 903 | 3.414
Transmitidos por
Carrapatos POWV 110 168 497 353 230 131 622 149 252 904 3.416
Agentes MODV 110 162 482 353 221 132 618 144 254 898 3.374
Zoonoticos RBV 102 165 484 353 229 130 617 144 258 897 3.379
géa‘i‘;]';’gt‘éz KRV 143 143 432 390 232 124 577 168 261 887 3.357

*

subgrupos; em cinza os virus em estudo.
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Caddigo Genético
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22 BASE
UuU | UCU UAU . |UGU _ |U
L | uuc UCC o, | UAC uec “* |c
UUA o | UCA UAA oo | UGA Sume | A
UuG UCG UAG Finaizacao | UGG Trp G
cuu ccu CAU . | CGU U
clcuc | lccc . |cac CGC py | C
0 A COA CAA Gy | CCA Alg
< CUG CCG CAG CGG G| mw
© AUU | [ ACU AU, [AGU o |U|3
™| .| Auc ACC .| AAC AGC c|m
AUA | ACA ARA | AGA LA
AUG ACG AAG AGG G
GUU GCU GAU [ GGU U
G| CUC  yq |CCC pq | GAC GGC 4 |C
GUA GCA GAA o, |GGA N
GUG GCG GAG GGG G

Legenda: Vermelho — cddon de iniciagdo; azul — codon de finalizagao

Simbologia para substituigdo nucleotidica

Z s »wWzZTX<IV<IOW

CouGouT
AouGouT
AouCouT
AouCouG
AouG
CouT
GouT
AouC
GouC
AouT

qualquer base

(puRine)

(pYrimidine)

Keto

aMino

Strong — 3 pontes de H
Weak — 2 pontes de H
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Nomes e Abreviaturas dos Aminoacidos comuns
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Aminoécido Abreviatura Carga Hidropacidade Estrutura
Alanina Ala A Neutro Apolar Aciclica
Arginina Arg R Basico Polar Aciclica
Asparagina Ans N  Neutro Polar Aciclica
Acido aspartico Asp D Acida Polar Aciclica
Cisteina Cis/Cys C Neutro Polar Aciclica
Fenilalanina Fen /Phe F  Neutro Apolar Ciclica
Glicina Gli / Gly E Neutro Polar Aciclica
Glutamina GIn G Neutro Polar Aciclica
Acido glutamico Glu Q Acida Polar Aciclica
Histidina His H Basico Polar Ciclica
Isoleucina lle | Neutro Apolar Aciclica
Leucina Leu L  Neutro Apolar Aciclica
Lisina Lis / Lys K Basico Polar Aciclica
Metionina Met M  Neutro Apolar Aciclica
Prolina Pro P Neutro Apolar Ciclica
Serina Ser S Neutro Polar Aciclica
Treonina Ter/ Thr T Neutro Polar Aciclica
Tirosina Tir / Tyr Y Neutro Polar Ciclica
Tritofano Trp W  Neutro Apolar Ciclica
Valina Val V  Neutro Apolar Aciclica

* No caso de aminoacidos indeterminados ou ndo padrao usa-se a letra “X”.
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ANEXO V

Mutacdes no peptideo de fusédo

30 4
25 4 M O VFA
3 20 B Qutros flavivirus
:% p
2
o 15
©
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=]
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0

DRGWGNGOCGILFGKG S I

Sequéncia aminoacidica

Figura 28 — Numero de mutac¢des no peptideo de fusdo dos flavivirus segundo Seligman
(2008). Nota-se que as posigcoes N104, L108, F109, S113 e 1114 apresentam maior variagao
entre os flavivirus. Em vermelho, destaca-se o sétimo aminoacido, representado por G105 nos
flavivirus transmitidos por mosquitos e que corresponde a H105 nos flavivirus transmitidos por

carrapatos, e que séo altamente conservados entre esses dois grupos.

Tabela 5 — Reciproca das relagbes antigénicas pelo teste de FC entre os
flavivirus do VROC e VILH com os integrantes do grupo Ntaya (VNTA) e
encefalite japonesa (VEJ, VNO e VESL).

Teste de fixacdo do complemento

Anticorpo
Antigeno VROC VILH VNTA VEJ VESL VNO Controle
(veronal)
VROC 256+ 64 0 16 128 512 0
>512 >512 64 >512 >512
VILH 64 256 8 32 128 512 0
128 >512 32 128 128 >512
VNTA 32 32 512 16 256 512 0
8 32 128 8 128 128
VEJ 32 32 0 512 256 >1024 0
8 32 128 128 128
VESL 128 128 8 128 >1024 >1024 0
32 32 8 128 >512 >512
VNO 8 32 >1024
. . 0 8 32 128 0

Legenda: Em vermelho, destacam-se os titulos reciprocos entre antigenos e anticorpos
homdlogos. Os quadrantes marcados mostram: a relagéo antigénica do VILH e VROC entre si
(verde); destes com o grupo encefalite japonesa (em amarelos); e destes com o VNTA (cinza).
Fonte: Travassos da Rosa, A.P.A., UTMB.
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The flaviviruses of major medical importance in South American countries are yellow fever,
dengue, Saint Louis encephalitis, West Nile and Rocio viruses. Rocio virus (ROCV) has been
responsible for epidemics of severe encephalitis in Brazil with a case-fatality rate of 10% and
development of sequelae in 20% of the survivors. We have sequenced and characterized the
entire genome of ROCYV for the first time, by determining the general traits of the open reading
frame and the characteristics of viral genes including the potential cleavage sites, conserved
or unique motifs, cysteine residues and potential glycosylation sites. The conserved sequences
in the 3'-non-coding region were identified, and the predicted secondary structures during
cyclization between 5'- and 3'-non-coding regions were studied. Multiple protein and
phylogenetic analyses based on antigenically important and phylogenetically informative genes
confirmed a close relationship between ROCV and llheus virus (ILHV), together constituting a

unique and distinct phylogenetic subgroup as well as the genetic relationship of ROCV with
several members of the Japanese encephalitis group. Although ROCV is phylogenetically
related to ILHV, our study shows that it is still a virus distinct from the latter virus. This is the first
flavivirus uniquely indigenous to Brazil that has been sequenced completely and the genome
characterized. The data should be useful for further studies at the molecular level, including

Received 25 January 2007
Accepted 7 April 2007

construction of infectious clone, identification of gene function, improved disease surveillance
based on molecular diagnostic tools and vaccine development.

INTRODUCTION

In South America, until the mid-1970s, the two neuro-
tropic flaviviruses had been Saint Louis encephalitis virus
(SLEV) and Ilheus virus (ILHV). However, in contrast to
North America, epidemic of encephalitis in humans by
SLEV in South America was not recorded for many years
until the first outbreak in Argentina in 2005 (Diaz et al.,
2006), despite accumulated records of virus isolation from
mosquitoes and vertebrate hosts throughout the continent
(Spence, 1980). As for the other virus, ILHV, human
infection was sporadic and development of neurotropic
manifestations has been even more infrequent. Thus, the

The GenBank/EMBL/DDBJ accession number for the sequence
obtained in this study is AY632542-R1.

Supplementary tables are available with the online version of this paper.

sudden emergence of an outbreak of encephalitis by a
flavivirus in 1974-75 in Brazil was unexpected.

Rocio virus (ROCV) belongs to the genus Flavivirus in the
family Flaviviridae. Its prototype (strain SPH 34675) was
isolated in Ribeira Valley in the south-eastern Sio Paulo
state of Brazil in 1975 from the cerebellum of a fatal human
case during an epidemic of encephalitis that could not be
readily diagnosed with the reagents then available for
known encephalitic viruses. The epidemic, which began in
1974, spread to more than 20 municipalities over the
following 2 years causing approximately 1000 diagnosed
cases.

Members of the genus Flavivirus (hereafter called flavi-
viruses) are positive-sense, single-stranded RNA viruses
that infect humans and other vertebrates. They are mainly
transmitted by bites of haematophagous arthropods (either
mosquitoes or ticks), except for a group of vertebrate

0008-2883 © 2007 SGM  Printed in Great Britain
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viruses that do not need arthropod-borne mode of trans-
mission for survival (hereafter called no-vector viruses)
and an increasing number of arthropod flaviviruses that
replicate only in arthropods (mosquitoes). Currently, in
this genus, more than 60 distinct viruses have been
recognized worldwide with several others being classified
as either tentative species or genotypes of the other viruses
(Gould et al, 2003; ICTV, 2005). The genomic RNA
consists of a unique open reading frame (ORF) that is
flanked by a type 1 capped 5'-terminal non-coding region
(NCR) and a 3'-terminal NCR that, together, form specific
secondary stem-loop structures required for RNA transla-
tion, replication and/or expression of biological traits most
likely including pathogenetic determinants (Lindenbach &
Rice, 2003; Rice et al., 1985). The flavivirus ORF encodes
10 proteins including three structural [capsid (C), pre-
membrane (prM) and envelope (E)] and seven non-
structural (NS1, NS2a, NS2b, NS§3, NS4a, NS4b and NS5)
proteins (Chambers et al., 1990).

Although ROCV was found to be antigenically related to
ILHV and grouped in the Japanese encephalitis virus (JEV)
antigenic complex (Chamberlain, 1980), a phylogenetic
study based on partial NS5 gene revealed a close but
distinct relation of ROCV and ILHV from the JEV complex
viruses (Kuno et al., 1998). However, fundamental studies
based on the full-genome sequence are desirable for iden-
tifying in more depth the phylogenetic relationship, genetic
traits and other molecular traits of these neurotropic
viruses. In this report, we selected ROCV as the first virus
for such investigations. The data obtained from such
studies should, in turn, facilitate vaccine preparation and
designing specific primers and probes for a better diagnosis
and surveillance of Rocio encephalitis. Recently, evidence
of human infection by ROCV was again reported
(Straatmann et al, 1997); and another outbreak in the
future is highly possible. Thus, the study undertaken was
timely because the diagnosis of flaviviral infections in
South America has become more complicated due to recent
introduction of the West Nile virus (WNV) and occurrence
of unusual haemorrhagic manifestations in laboratory-
confirmed SLE cases that resulted in confusion with
dengue in Brazil (Mondini et al., 2007).

In order to meet such an epidemiological threat effectively,
we have determined and characterized the full-length
genome sequence of ROCV (strain SPH 34675) that was
obtained from the cerebellum of a fatal encephalitis case in
1975 (Iversson, 1988; de Sousa Lopes et al, 1978, 1981).

METHODS

Virus. Sequencing of ROCV was conducted in two laboratories [CDC
and Instituto Evandro Chagas (IEC)] as a collaborative research study,
using the identical strain (SPH 34675) at similar mouse brain passage
levels (level 4 in CDC and level 5 in IEC).

RNA extraction, t iption, PCR and nucleotide
sequencing. Viral RNA was extracted directly from a suspension

of infected mouse brain using the QIAamp Viral RNA Mini kit
(Qiagen) according to the manufacturer’s instruction, A ¢cDNA span-
ning from the 5" terminus to the conserved sequence (CS2) in the
3'-NCR was prepared by reverse transcribing viral RNA using reverse
transcriptase and a reverse primer VD8 (5'-GGGTCTCCTCTAAC-
CTCTAG-3") previously designed from the CS2 sequence (Pierre
et al, 1994). PCR was performed using the Expand Long Template
PCR System kit (Roche Applied Science). The thermocycling pro-
gramme set up in the Gene Amp PCR System 9600 thermocycler
(Perkin-Elmer) was 1 cycle of 94 °C for 1 min, 50 °C for 5 min; 3
cycles of 94 °C for 20 5, 50 °C for 1 min, 68 “C for 4 min; 10 cycles of
94 °C for 20 s, 50 "C for 30 s, 68 “C for 4 min with an increment of
20 s per cycle; and a final cycle of extension at 68 “C for 7 min. PCR
products (amplicons) were purified with a Centricep column
(Princeton Separations), and aliquots of approximately 60-160 ng
of the purified DNA templates were used for direct cycle sequencing
by using Prism DNA sequencing kit (Big Dye) for dye terminator
cycle sequencing with Ampli-Taq FS enzyme (ABI) and CEQ8000
Genetic Analysis System (Beckman Coulter).

Because the full account of the sequencing strategy based on primer
walking as well as a list of degenerate primers used were described
earlier (Kuno & Chang, 2007) and to avoid redundancy, only the
essential features of the technique are briefly presented here. For
sequencing with this ¢cDNA, a number of degenerate primers were
designed either in one or in both directions, based on the conserved
amino acid sequences in the non-structural genes (NS), previously
identified in a multiple sequence alignment of flaviviral sequences
available in GenBank. The gene and amino acid sequences selected for
such degenerate primers are as follows: N53 (GTSGSPI, GLYGNG,
LAPTRVV, DVMCHATF, MDEAHF, SIAARGY, MTATPPG,
ISEMGAN and SAAQRRGR) and NS5 (DLGCGRG, SRNSTHEMY,
NMMGKREKK, ADDTAGWDT and WMTTEDML). Degenerate
primers were also designed from less conserved genes: envelope (E)
(DRGWGNGC, GLFGKGS, GHLKCRV, PFGDSYIV and DTAWD-
FGS), NS1 (GCWYGMEI and YGMEIRP). The three forward primers
in the 5'-NCR that were empirically determined are 5'-ATG(A/
T)CTAA(A/G)AAACCAGGA-3',  5'-AAACCAGGA(G/A)(G/A)(G/
AJCCCGG-3' and 5'-TCAATATGCT(A/G)AAACGCGG-3'.

In the first stage of sequencing, using pairs of forward and reverse
degenerate primers, multiple amplicons spanning any regions within
the cDNA were generated. Primers were selected so that the lengths
of the amplicons were preferably less than 3.5 kb. The generated
amplicons were sequenced first using the same amplification primers.
Specific internal primers in both directions were designed from the
sequences obtained. Those internal primers were used for further
sequencing of the amplicons. In the second stage, non-overlapping
gaps between sequenced regions or between amplified genomic
regions were amplified and sequenced. The 5'- and 3'-ends of the
genome were first poly-C-tailed or poly-A-tailed, respectively, and
then amplified using 5'- or 3'-RACE kits, according to the manu-
facturer’s instructions (Invitrogen).

Assembly of overlapping sequences for full-length genome
and multiple sequence alignment. Partial sequences of ROCV
were first inspected for quality and then assembled for generating a
contiguous full-genome sequence, by using the SeqMan 11 program
(v. 5.03) in LaserGene program (DNA Star). This software was also
used to predict the entire ORF for the polyprotein of ROCV as well as
to determine the 5'- and 3'-NCRs. The full-length genome sequence
of ROCV was deposited in GenBank as revised version 1 (AY632542-
R1) of the ORF sequence previously deposited (ROCV: AY632542),
by including the 5'- and 3'-NCR sequences. Multiple sequence
alignment was obtained first with the use of cLustaL w (Thompson
et al, 1994), followed by manual adjustment with BioEdit (version
5.0.0) (Hall, 2001), and then realigned by applying the ‘removing gap

2
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function” of MEGA align software (v. 5.03) in the LaserGene program
(DNA Star) to generate correctly aligned multiple sequence files (for
nucleotide and deduced amino acid sequences).

Determination of cleavage sites, glycosylation sites, cysteine
residues and conserved motifs. Potential cleavage sites for ROCV
polyprotein were primarily determined, according to the proteolytic
processing cascade pattern for the flavivirus ORFs developed by Rice
& Strauss (1990). The highest cleavage potential scores obtained by
SignalP-NN computer program (http://www.cbs.dtu.dk/services/)
(Chang et al., 2000) were used for determining the sites cleaved by
the host cell-encoded signallase. Predicted glycosylation and cysteine
residue sites were determined using the NetNGlyc (v.1.0) (hetp://
www.chs.dtu.dk/services/) and Protean (v. 5.03) of the LaserGene
program (DNA Star), respectively. The MEGA align software was used
to assess the presence of flaviviruses highly conserved motifs in the
ROCV genome.

Scanning of ROCV ORF and gene-by-gene analyses. For the
identification of related viral proteins, the amino acid sequence of
ROCV ORF was scanned against other flavivirus sequences available
in GenBank using the protein—protein BLAST program (http://fwww.
necbi.nlm.nih.gov/). Parameters were set as follows: database-filter,
only virus sequences; matrix, BLOSUM®62; gap cost, existence 11 and
extension 1; expected [e-value threshold=0.005]. Scanning was per-
formed on multiple amino acid sequence alignment prepared by the
method above. Bootstrap values were obtained by generating 100
replicas, and the sequences most closely related to ROCV (query
sequence) were displayed based on the lowest e-value (<0.005) and
the highest p-score (p-score value that corresponds to a determined
percentage identity). Sequences represented by the lowest e-value and
the highest genome p-score were used for multiple sequencing
alignments (gene-by-gene) using the cLUSTAL W software (Thompson
et al., 1994}, and percentage of similarities for nucleotide and deduced
amino acid sequences were calculated with the MeGa align software
(LaserGene program; DNA Star).

Phylogeny. For phylogenetic analyses, the sequences of the genes
possessing antigenically important traits (E and NSI genes) and
conserved genes (NS3 and NS5) were concatenated in that order for
ROCV, and other selected flaviviruses representing mosquito-borne,
tick-borne, no-vector and arthropod (mosquito) virus groups.
Neighbour-joining  (N]J) (Saitou & Nei, 1987) and maximum-
parsimony (MP) (Swofford, 1999) methods were performed. For NJ,
a distance matrix calculated from the aligned sequences by Kimura two-
parameter formula (Kimura, 1980) was used, and a weight of four for
transitions versus one for transversion was selected. In MP, in order to
obtain the most parsimonious tree, the heuristic algorithm method was
performed; and for determining the reliability of tree topology bootstrap
analysis (Felsenstein, 1995) was carried out on 1000 replicas. Bootstrap
resampling technique (Efron, 1982) was then used to further evaluate
the reliability of the bootstrap analysis with a confidence value of 0.95
(959). Two distantly related arthropod flaviviruses, cell fusing agent
virus (CFAV) and Kamiti River virus (KRV), were used as outgroups.
For further analysis of the relationship between ROCV and Ntaya virus
{NTAV), the E-NS5 concatenated amino acid sequences of Bagaza virus
(BAGV), NTAV and six members of the JEV group [Murray Valley
encephalitis virus (MVEV), Usutu virus (USUV), JEV, WNV, Kunjin
virus (KUNV) and SLEV)] were used. Confidence values used as criteria
for group inclusion or exclusion were calculated based on the mean of
the concatenated E-NS51-NS3-NS5 [71 % +2 standard deviations (sp)]
and E-NS5 (71.5% + 2 sp) amino acid sequence identities within and
among selected members of the JEV, dengue virus (DENV), tick-borne
and no-vector flavivirus groups.

Computer-generated secondary structures in the 3'-NCR and
genome cyclization between the 5’- and 3’-NCRs. The secondary

structures in the 3'-NCR and cyclization between the 3'- and 5'-
terminal regions were analysed with the mfold program (Zuker et al,,
1999). The first 200 nt of the genome representing the entire 5'-NCR
followed by a part of the C gene and the entire 3'-NCR were used for
the analysis, as these two terminal regions of flaviviruses contain the
domains for genome cyclization between them as well as highly
conserved sequences in the 3'-NCR (Khromykh et al., 2001).

RESULTS

Genome analyses

The complete genome of ROCV was determined to be
10 794 nt in length with an ORF of 10 275 nt that is
flanked by 5'- and 3'-NCRs of 92 and 427 nt, respectively.
The complete ORF was predicted to encode a large poly-
protein of 3425 aa, that, after co- and post-translational
cleavage processes, gives rises to 10 viral proteins, typical of
flaviviruses. The lengths and positions of the genes or
genomic regions are shown in Table 1. To further examine
the lengths of ROCV genes, we compared their nucleotide
and amino acid sequences with selected mosquito-borne
[ILHV, SLEV, WNV, JEV, DENV-1-4 and yellow fever virus
(YFV)] and tick-borne (Langat virus, Powassan virus and
Tick-borne encephalitis virus) flaviviruses, as well as with
representative members of no-vector flaviviruses (Modoc
virus and Rio Bravo virus). Although differences in genome
length observed among flaviviruses is mainly due to size
variability in the 3'-NCRs (Bryant et al., 2005; Wallner
et al., 1995), size heterogeneity was also observed along the
coding regions. Generally, ROCV genes are more similar in
length with those of ILHV, SLEV, WNV and JEV than with
DENV serotypes 1—4 and tick-borne flaviviruses; but the
length differences with no-vector viruses were pronounced
(Supplementary Table S1 available in JGV Online).

Cleavage sites, glycosylation sites and cysteine
residues

The predicted pentapeptide cleavage sites of ROCV were
compared with the corresponding sites of representative
members of the JEV (WNV, SLEV, JEV and MVEV) and
Ntaya (BAGV) groups as shown in Supplementary Table S2
(available in JGV Online). The comparison revealed more
differences (two or more amino acids in either peptide) at
VirC/AnchC, AnchC/pr, pr/M, NSI/NS2A, NS2A/NS2B
and NS4B/NS5 potential cleavage sites where amino acid
substitutions were found in the ROCV genome. Single
residue substitutions were also observed in the M/E, E/NSI
and NS2B/NS3.

The numbers of N-linked potential glycosylation sites (N-
LGlyS) in the prM, E and NS1 genes for ROCV were two,
one and four, respectively. No N-LGlyS was found in the
hydrophobic domain. This pattern of three site numbers is
compared with two, one and three for Argentine 66 strain
of SLEV; one, zero and two for JEV and one, one and three
for WNV. However, it should be noted that strain variation
in the number of sites has been reported. Thus, in the E

http://virsgmjournals.org
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Table 1. Full-length genome organization of ROCV

Proteins Genes Size (nt) Genome Protein size
position (aa)
Structural proteins 5'-NCR 92 1-92 -
C VirC 303 93-395 101
AnchC 51 396-446 17
prM pr 276 447-722 92
M 225 723-947 75
E 1 503 948-2450 501
Non-structural proteins NSI 1059 2 451-3 509 353
NS2A 681 35104 190 27
NS2B 393 4 1914 583 131
NS3 1 857 4 5846 440 619
NS4A 378 6 441-6 818 126
2K 69 6 819-6 887 23
NS4B 768 6 B88-7 655 256
NS5 2715 7 656-10 370 904
3'-NCR 424 10 371-10 794 -

gene of SLEV, while the Argentine 66 has one, strain MSI-7
has two, but strain Tr 9464 has no glycosylation sites (Kuno
& Chang, 2005; Vorndam et al,, 1993). Regarding cysteine
residues, as strictly required for stabilizing disulfide bridges
in all mosquito-borne viruses, 12 residues were found in
the ectodomain of E and in NS1 genes of ROCV. As pre-
viously observed among other flaviviruses, the six cysteine
residues in prM are clustered in the N-terminal hydro-
phobic pr domain.

Motifs

In prM, a few peptides are conserved among flaviviruses.
Although, the amino acid W (at residue 68) of ROCV is
shared by all mosquito-borne viruses, it is replaced with F
in all tick-borne viruses. Many amino acid motifs in the E,
NS3 and NS5 proteins are shared between ROCV and other
mosquito-borne, tick-borne and no-vector flaviviruses. In
the E protein, the tripeptide in the domain III region
(amino acid residues 388-390), which corresponds to the
RGD motif in JEV, Alfuy virus (ALFV), USUV and MVEV
(Bakonyi et al., 2004; Hurrelbrink et al, 1999; May et al.,
2006; Sumiyoshi et al, 1987), RGE in WNV and KUNV
(Castle et al, 1985; Coia et al,, 1988) and RGP in SLEV
(Ciota et al, 2007), is TGP in ROCV. The TGP peptide is
also found in Kedougou virus (KEDV) and is very similar
to those of Kokobera virus (KOKV) and BAGV (TGE)
(Kuno & Chang, 2007). Regarding the conserved motif
corresponding to the fusion peptide region (residues 98—
110), ROCV also shares with other mosquito-borne flavi-
viruses the same amino acid sequence, differing from tick-
borne flavivirus members at the amino acid residue 104 (G
versus H). In the NS3 gene, the catalytic triad (H-D-S) of
protease is well preserved in ROCV. However, a notable
difference from the mosquito-borne viruses is found in the
hexapeptide motif MDEAHF (residues 284-289), where
tick-borne and no-vector groups replace F by W. Among

most mosquito-borne viruses including ROCV, the hepta-
peptide at residues 294-300 is SIAARGY, but Y is replaced
by W among yellow fever group viruses (YFV, Sepik virus
and Entebbe bat virus) and by H among tick-borne viruses.
In addition, at residue 225 in the conserved motif
LAPTRVV (residues 222-228), a single amino acid change
(T—S) was observed in ROCV. In the NS5 gene, like in
NS3 gene, many conserved motifs are shared between
ROCV and other flaviviruses. However, at the high con-
served peptide AMTDTTPFGQQRVFKEKVDT (residues
343-362) shared by all mosquito-borne viruses, including
ROCV, P is replaced by A in both tick-borne and no-vector
groups, while it is replaced by T for two insect flaviviruses
(CFAV and KRV). At residues 550-551, the dipeptide
amongst most mosquito-borne viruses, including ROCV, is
NE; however, it is DE among KEDV, YFV, tick-borne, no-
vector (except TBV) and arthropod flaviviruses.

Genome scanning

Protein—protein BLAST analysis using the entire ORF of
ROCV as a query sequence revealed protein identity with
several flaviviruses (e-values=0.0; p-scores ranging from
1083 to 5691). The highest similarity was observed with
ILHV (p-score: 5681, 88%) and members of the more
broadly defined JEV group: SLEV (p-score: 4910; 81 %),
WNV (p-score: 4799, 80 %), MVEV (p-score: 4784, 80 %],
and JEV (p-score: 4784, 80%). As shown in Table 2, the
close genetic relationship between ROCV and ILHV deter-
mined by cLustAL w software (77.5% for amino acid
sequences and 71 % for nucleotides in ORF) is reflected in
higher amino acid identities for NS2B (85.6%), NS3
(85.4 %) and NS5 (79.9%). The identities in the E, NS4A
and NS4B proteins are slightly lower but still close to the
level of NS5 protein. The reduced identity (55.9 %) found
only with capsid protein of ILHV is peculiar because low
level identities below 55% is found in multiple proteins

4

Journal of General Virology 88



«paper no. vir82883 charlesworth ref: vir82883>

211

Complete genome characterization of Rocio virus

Table 2. Amino acid identities of ROCV with ILHV and JEV complex viruses (nucleotide identities with ILHV in parentheses)

GenBank accession nos: ILHV (AY632539), JEV (M18370), WNV (M12294), MVEV (AF161266) and SLEV (DQ525916).

Virus Amino acid (nucleotide) identity (%) of ROCV Entire
ORF (%)
C priM E NS1 NS2A NS2B NS3 NS4A NS4B

ILHV 55.9 67.1 78.6 73.4 70.0 B85.6 85.4 77.9 72.7 799 77.5
(61.4) (65.7) (70.0) (68.6) (66.5) (74.0) (75.0) (68.2) (70.3) (72.5) (71.0)

JEV 45.2 61.3 64.4 63.5 515 51.9 714 617 53.1 71.0 64.5

WNV 50.0 56.0 62,5 64.0 48.5 51.9 72.2 56.4 55.8 714 65.0

MVEV 54.2 58.7 62.3 64.5 53.3 55.0 71.2 61.1 51.2 70.9 64.7

SLEV 53.6 69.3 65.4 63.2 52.8 48.1 70.0 611 57.0 74.8 66.1

besides capsid when four JEV complex viruses are com-
pared (Table 2). The identity (67.1%) in prM of ILHV is
also low but higher than that of the capsid protein. Another
peculiarity of ROCV is that the identity in NS5 protein of
ILHV is lower than those of NS2B and NS3 proteins,
because generally NS5 gene is more conserved than the
other genes among flaviviruses. Other than with ILHV,
however, identities of ROCV NS3 and NS5 proteins with
other viruses compared are generally similar.

Phylogeny

The phylogenetic analysis based on the concatenated 2.3 kb
E-NS1-NS3-NS5 amino acid sequences of ROCV and other
flaviviruses using MP and NJ methods resulted in two trees
with a similar topology, although the bootstrap values in
the MP consensus tree were slightly lower than those in the
NJ tree (data not shown). Accordingly, in this report,
the NJ tree was selected to represent the phylogeny of the
selected viruses. Based on reliable bootstrap values (=75 %)
and confidence values (=71 and 71.5% + 2 sp for E-NSI1-
NS3-NS5 and E-NS5, respectively) as the criteria for group
inclusion, the phylogram clearly demonstrates major
cluster segregation with 100% bootstrap values among
the mosquito-borne, tick-borne and no-vector flaviviruses,
and subclassification of the mosquito-borne cluster to nine
subclades (Fig. 1a). In the mosquito-borne cluster, diver-
gence of the two major clades (predominantly Culex-borne
viruses and Aedes-borne viruses) is evident. As shown in
Fig. 1(a), the encephalitogenic ROCV is found in the
predominantly Culex-borne virus clade and is most closely
affiliated with ILHV. When the concatenated sequence is
limited to E and NS5, as in Fig. 1(b), segregation of the
lineage consisting of ROCV and ILHV from JEV complex
viruses and also from Ntaya group (BAGV and NTAV) is
more clearly demonstrated.

5’- and 3’'-NCRs

The analysis of the computer-generated secondary struc-
tures of ROCV revealed a similar pattern found in other
mosquito-borne flaviviruses. The conserved sequences
(CS3, RCS2, CS2 and CS1) and associated secondary

structures (Chambers et al, 1990; Hahn et al, 1987;
Proutski et al., 1997) are evident in Fig. 2. The predicted
cyclization between the cyclization domain (5'-CYC) of the
5'-NCR and the complementary sequence (3'-CYC) of
the 3'-NCR is also illustrated in Fig. 2. As expected, the
pentanucleotide (CACAG) that is critically important for
the replication of all flaviviruses is found in the loop of the
long, stable hairpin structure (3'-LSH) near the 3'-terminal
sequence (Fig. 2).

The CS1 (GCATATTGACACCTGGGAAAGAC) and CS2
(GGACTAGAGGTTAGAGGAGACCC) of ROCV  are
nearly identical to the corresponding conserved sequences
among YFV, DENV and JEV (Chambers et al., 1990; Hahn
et al., 1987; Khromykh et al., 2001). On the other hand, the
3'-terminal sequence of the CS3 of ROCV (CCCCAGGA-
GGACTGGGTTTTCAAAGC) is slightly degenerate or
different. The pattern of CS organization (in 5'—3" direc-
tion) in the 3'-NCR of ROCV is CS§3-CS2-RCS2-CS1. The
structure illustrated in Fig. 2 suggests that CS2, RCS2 and
CS3, as well as 3'-LSH are involved in the secondary struc-
ture. Generally, a high level of stability is observed along
the predicted secondary structures in the lower left region
below the dashed line in Fig. 2, where minor variation in
the number of bulges and/or small loops (SmLs) is noted at
different holding energy levels. By contrast, the region in
the upper right of Fig. 2 above the dashed line including
the CS2, RCS2 and CS3, as well as the hairpin sequences
(HS) (5'-CapHS, 3'-HS1-3) revealed a greater variation in
possible folding patterns generated at different energy
levels.

DISCUSSION

During the encephalitis outbreak in humans in the Sao
Paulo state located in the south-eastern region of Brazil in
the 1970s, an enormous public health impact of ROCV was
felt, because the outbreak affected at least 23 municipalities
in the Ribeira Valley area of the Sao Paulo state. The
encephalitic disease was characterized by an acute onset of
fever, headache, and several central nervous system (CNS)
signs and symptoms, resulting in a case-fatality rate of over
10 9%, and, importantly, development of CNS sequelae in
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Fig. 1. NJ trees of ROCV and selected flaviviruses based on amino acid sequences of (a) concatenated E-NS1-NS3-NS5 or
(b) E-NS5. Two distant arthropod flaviviruses (KRV and CFAV) and KOKV were used as outgroups in (a) and (b), respectively.
The roman numerals refer to subclades described in the Discussion. The numbers at nodes indicate bootstrap support values
and arrows indicate high supporting bootstrap value for JEV (97 %), ROCV (100 9) and Ntaya (100 %) groups. Confidence
values used as criteria for group inclusion or exclusion are shown in parentheses. The horizontal scale bar represents 10 and
59 nucleotide sequence divergences for (a) and (b), respectively. GenBank accession nos are shown in square brackets.
MVEV (Murrey valley encephalitis virus), USUV (Usutu virus), JEV (Japanese encephalitis virus), KUNV (Kunjin virus), WNV
(West Nile virus), SLEV (Saint Louis encephalitis virus), ILHV (llheus virus), ROCV (Rocio virus), BAGV (Bagaza virus), NTAV
(Ntaya virus), KOKV(Kokobera virus), KEDV(Kedougou virus), DENV-1 (dengue virus type 1), DENV-2 (dengue virus type 2),
DENV-3 (dengue virus type 3), DENV-4 (dengue virus type 4), YFV (yellow fever virus), TBEV (tick-borne encephalitis virus), LIV
(louping ill virus), OHFV (Omsk hemorrhagic fever virus), LGTV (Langat virus), ALKV (Alkhurma virus), POWV (Powassan virus),
MMLV (Montana myotis leukoencephalitis virus), RBV (Rio Bravo virus), MODV (Modoc virus), APOIV (Apoi virus), KRV (Kamiti
River virus) and CFAV (cell fusing agent virus).

3'-Secondary structure

Fig. 2. Predicted secondary structures of the
5'- and 3'-NCRs of ROCV in cyclization. The
folding pattern was generated by the mfold
program (energy level==97.0). Abbreviations:
N, CS, conserved sequences; RCS, repeated
S conserved sequence; SmlLs, small loop; LSH,
long stable hairpin; 3'-CYC, cycling sequence

within CS1 of the 3'-NCR; 5'-CYC, cycling

sequence within capsid (Cap) gene; HS,

3.NCR hairpin sequence and NCR, non-coding region.

5'-Secondary structure

3-LSH
§.NCR
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about 20 % of the survivors (de Sousa Lopes et al., 1978,
1981; Iversson, 1988). The most frequent CNS symptoms
were meningeal irritation (57.3 %), alteration of conscious-
ness (51 %) and motor abnormalities (49.65 %) especially
gait and impaired equilibrium, but blindness and deafness
were also reported (Iversson, 1988). Accordingly, full
genome characterization and determination of the exact
phylogenetic and taxonomic relationships of ROCV with
other related flaviviruses were undertaken, as such data will
be essential for achieving the ultimate goals of designing
better molecular probes and primers for improved surveil-
lance and diagnosis, determination of the neurovirulence
markers at a molecular level, and development of
attenuated vaccine and antiviral drugs.

As a result of accelerated sequencing studies, more than 40
flaviviruses have been fully sequenced thus far (Kuno et al.,
1998; Billoir et al, 2000; Gaunt et al, 2001; Grard et al,
2007). Unfortunately, with an exception of SLEV, the pau-
city of such full-length genomic sequences for the viruses
indigenous to South America has hampered the under-
standing of the evolution of ROCV and its genetic char-
acteristics. Thus, our gene-by-gene genome scanning and
phylogenetic analysis provide information for a better
understanding of the genetic relationship of ROCV among
related flaviviruses.

The genomic organization of ROCV shares the same
pattern found in all other flaviviruses (Rice et al, 1985;
Chambers et al., 1990). This study also reveals that ROCV
shares much of the genetic traits with other mosquito-
borne flaviviruses. Thus, as expected, its cysteine residue
distribution pattern in prM, E and NS1 genes (6, 12 and 12,
respectively) is identical to the pattern observed in other
flaviviruses, because of the critical importance in proper
conformation afforded by disulfide bridges.

Regarding the presence of potential N-LGlyS along the
prM-E-NSI1 genes in ROCV, differences in the number of
sites was observed in the E and NS1 genes of the mosquito-
borne, tick-borne and no-vector flaviviruses. Furthermore,
as mentioned earlier, strain variation exists at least for SLEV
(Spence, 1980; Vorndam et al.,, 1993; Diaz et al, 2006).
Thus, basically the function of the potential sites in ROCV
remains unknown in the absence of experimental data;
and, clearly, further experimental studies are necessary to
clarify the functional significance. Here, it is important to
mention contradictory findings in the past. In one study,
the correlation between the presence of such sites and anti-
genic properties of flavivirus was not established because
deglycosylated viruses could maintain the same antigenicity
(Winkler et al., 1987). On the other hand, in other more
recent studies, glycosylation was found to be very import-
ant for viral replication, virulence, maturation or release of
viral-like particles (Beasley et al, 2005; Crabtree et al.,
2005; Goto et al., 2005; Li et al., 2006).

Our analysis of the conserved motifs showed that ROCV
shares numerous conserved amino acid and/or peptides
with several flaviviruses across different groups each with a

varied host range. Interestingly, in the E protein, the
tripeptide (TGP) of ROCV within domain IIT was found to
be different from those observed in all other JEV members
(RGX, where X are D, E or T). As the RGD motif is specul-
ated to be involved in the virus adsorption to host cells for
JEV and MVEV, two important JEV group flaviruses
(Bhardwaj et al, 2001; Lee & Lobigs, 2000) and as it was
also found in ALFV and USUV, further experimental
studies for ROCV are needed to investigate the role of the
TGP tripeptide in the mechanisms that involve the virus—
cell interaction.

The functional roles of the 3'-NCR of flaviviruses have
been recently studied and the roles in the genomic cycliza-
tion between the 5'- and 3'-NCRs, viral replication and
translation were elucidated. Moreover, the putative changes
in the highly conserved regions related to important biolo-
gical functions of the flaviviruses (survival and/or patho-
genicity) were recognized (Bryant et al, 2005; Khromykh
et al., 2001). Khromykh et al. (2001) demonstrated that at
least one base-pairing between the 5'-3" termini, rather
than the nucleotide sequences per se, is essential for the
replication of viral RNA of the mosquito-borne Kunjin
virus, a member of the JEV group, and that more than one
pair of cyclization sequences might be involved in the
replication of the tick-borne flaviviruses.

In terms of CS organization in the 3'-NCR, our results
revealed a CS3-CS2-RCS2-CS1 pattern for ROCV. This CS
organization for ROCV is very similar to but distinct from
that of the JEV group viruses (RCS3-CS3-RCS2-CS2-CS1).
Thus, regarding the CS organization in the 3'-NCR, the
relationship of ROCV to JEV group viruses is similar to the
previously established phylogenetic relationship in which
ROCV is closer to the JEV complex viruses but is still
distinct (Kuno et al., 1998). Although the CS pattern in the
3'-NCR has not been used for subgrouping within the
mosquito-borne flaviviruses, as shown in this report, it
deserves further studies to determine its utility as a useful
supplementary taxonomic marker at viral population level
rather than at individual strain level.

According to the recent taxonomic classification, ROCV is
classified as a genotype of ILHV in the Ntaya virus group
(ICTV, 2005). Numerous phylogenetic studies (Billoir et al.,
2000; Cook & Holmes, 2005; Gould et al., 2003; Kuno et al.,
1998, 2005) have been conducted using sequences of
individual genes and/or ORF to investigate the flavivirus
genetic relationship. These studies generated basically two
contrasting phylogenies, NS5 gene tree and NS3/ORF tree.
In this study, we tried to determine how the application of
concatenated sequences of selected genes would affect
phylogeny, by focusing only on antigenically important or
phylogenetically more informative genes but by dropping
highly variable genes, such as NS2 and NS4. The phylogeny
of flaviviruses obtained using the concatenated sequences
(E-NS1-NS3-NS5) is similar to the topology previously
obtained with NS3 gene or ORF (Billoir et al., 2000; Cook
& Holmes, 2005; Kuno & Chang, 2006). Our phylogenetic
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results confirmed a close genetic relationship between
ROCV and the encephalitogenic JEV group viruses. Using
the criteria for group inclusion (amino acid identity
=71%), ROCV did not show enough identity to be
included either in the JEV or in the Ntaya group, which is
represented in our study by NTAV and BAGV because of
insufficient (69%) identity. Furthermore, the phylogeny
obtained in this study suggests a strong possibility that the
two Brazilian flaviviruses (ROCV and ILHV) segregated
earlier independently, suggesting that they represent a
lineage distinct from the lineage leading to JEV and Ntaya
groups.

Currently, ROCV is classified as a subtype of ILHV (ICTV,
2005). However, traditionally, ROCV has been readily
distinguished from ILHV serologically, as the ratios of
homologous versus heterologous titres obtained when
ROCV was used as antigen or antibody (>640/<10 and
1280/<10, respectively) were far higher and significant
than the minimal threshold (>fourfold) used to distin-
guish flaviviral species (Karabatsos, 1985). In terms of
phylogenetic classification, between the two phylogeneti-
cally related viruses, ROCV and ILHV, the nucleotide
sequence identity (72.5%) of the full-length NS5 gene
nucleotide sequence (Table 2) demonstrated in this study
strongly supports recognition of those viruses as two
distinct species, if the species criterion (species defined by
>84 % nucleotide sequence identity based on the 3'-
terminal 1 kb sequence of NS5) previously established for
all flavivirus species (Kuno et al., 1998) could be applied to
complete NS5 gene sequences as well. Actually, quantitative
criteria based on evolutionary distance of a particular gene,
such as above, have been used to improve classification
of tick-borne flaviviruses (Charrel et al, 2001) and for
demarcation of strains and species (Van Regenmortel et al.,
1997). Also, biologically, although both ROCV and ILHV
are neurotropic, the former has been often associated
with epidemic of encephalitis, while the latter has been
associated only with sporadic febrile illness with minor
neurological abnormalities, clearly reflecting significant
differences in  neurovirulence and transmissibility
(Vasconcelos et al,, 1992, 1998). Accordingly, our conclu-
sion differs from the assignment of ROCV as subtype (or
genotype) of ILHV by ICTV (2005) and adds to the list of
recent studies in which taxonomic classification of a
particular flavivirus was found different from that by ICTV
(Grard et al,, 2007; Kuno & Chang, 2007; May et al., 2006).

The peculiar vector—virus relationships between Aedes
vectors and the viscerotropic flaviviruses (such as DENV
and YFV) and between Culex vectors and predominantly
neurotropic viruses (such as JEV group viruses) were
recognized early by Sabin (1959). In the more recent
phylogenetic study, the relationship was basically con-
firmed phylogenetically (Gaunt et al, 2001). However,
exceptions to this generalization have been reported for
several mosquito-borne flaviviruses (Mutebi et al, 2004).
Although both ROCV and ILHV are neurotropic and
together share a subclade in the phylogenetic tree, unlike

the members of the neurotropic JEV group viruses trans-
mitted by Culex mosquitoes, both viruses have been most
often isolated from Psorophora mosquitoes (de Sousa
Lopes et al., 1981; Vasconcelos et al., 1992, 1998). Several
other members of the Culex-borne virus clade that do not
meet this specific vector-disease syndrome relationship
(Gaunt et al, 2001) include Koutango and Saboya viruses
that have been isolated more often from ticks and sandflies,
respectively, and which are not known to be neurotropic.
Nonetheless, the above generalization (Gaunt et al., 2001)
can still be applied to ROCV, because it is a neurotropic
virus that can replicate in Culex mosquitoes at least under
laboratory conditions (Mitchell et al., 1981).

Complete genome sequencing is a pre-requisite to genomic
characterization because it provides the critically needed
information for an accurate viral classification, for a better
choice of informative genes to conduct phylogenetic
analysis, and for designing specific and/or broadly reactive
diagnostic primers and/or probes in order to improve
disease surveillance and diagnosis. Furthermore, the
knowledge of the genomic sequence is indispensable for
preparing infectious clones for further applications to such
investigations as the identification of gene function and of
virulence marker and development of antiviral drugs, as
well as vaccine development. Our data on ROCV represent
the first complete genomic characterization of an indigen-
ous Brazilian flavivirus of public health importance and
should be useful for elucidating the genetic relationship
with other South American flaviviruses transmitted by
mosquitoes, such as Cacipacore virus, ILHV, Bussuquara
virus and Iguape virus.

ACKNOWLEDGEMENTS

This work is dedicated in memory of Dr Oscar de Souza Lopes who
isolated ROCV and contributed greatly to our understanding of the
medical importance of the virus and natural transmission cycle. This
study was supported by the IEC/SVS and the CNPq grants 300460/
2005-8 and 402859/2005-7.

REFERENCES

Bakonyi, T., Gould, E. A, Kolodziejek, J., Weissenbock, H. &
Nowotny, N. (2004). Complete genome analysis and molecular
characterization of Usutu virus that emerged in Austria in 2001:
comparison with the South African strain SAAR-1776 and other
flaviviruses. Virology 328, 301-310.

Beasley, D. W., Whiteman, M. C.,, Zhang, S., Huang, C. Y.-H,
Schneider, B. S., Smith, D. R., Gromowski, G. D., Higgs, S., Kinney,
R. M. & Barrett, A. D. T. (2005). Envelope protein glycosylation status
influences mouse neuroinvasion phenotype of genetic lineage | West
Nile virus strains. | Virol 79, 8339-8347.

Bhardwaj, S., Holbrook, M., Shope, R. E, Barrett, A. D. T. &
Watowich, S. J. (2001). Biophysical characterization and the vector-
specific antagonist activity of the domain IIl of the tick-borne
flavivirus envelope protein. J Virol 75, 4002-4007.

Billoir, F., de Chesse, R., Tolou, H., de Micco, P, Gould, E. A. &
de Lamballerie, X. (2000). Phylogeny of the genus Flavivirus using

8

Journal of General Virology 88



<«paper no. vir82883 charlesworth ref: vir82883»

215

Complete genome characterization of Rocio virus

complete coding es of arthropod-borne viruses and viruses
with no known vector, J Gen Virol 81, 781-790.

Bryant, J. E.,, Vasconcelos, P. F. C,, Rijnbran, D. R. C. A, Mutebi, J. P.,
Higgs, S. & Barrett, A. D. T. (2005). Size heterogeneity in the 3" non-
coding region of South American isolates of yellow fever virus. [ Virol
79, 3807-3821.

Castle, E., Nowak, T., Leidner, U., Wengler, G. & Wengler, G. (1985).
Sequence analysis of the viral core protein and the membrane-
associated proteins V1 and NV2 of the flavivirus West Nile virus and
of the genome sequence for these proteins. Virology 145, 227-236.

Chamberlain, R. W. (1980). Epidemiology of arthropod-borne toga-
viruses: the role of arthropods as hosts and vectors and of vertebrate
hosts in natural transmission cycles. In The Togaviruses: Biology,
Structure, Replication, pp. 175-239. Edited by R.W. Schlesinger. New
York, London, Toronto, Sydney, San Francisco: Academic Press.
Chambers, T. J, Hahn, C. S., Galler, R. & Rice, C. M. (1990). Flavivirus
genome organization, expression, and replication. Annu Rev Microbiol
44, 649-688.

Chang, G.-J. J, Hunt, A, R. & Davis, B. (2000). A single intramuscular
injection of recombinant plasmid DNA induces protective immunity
and prevents Japanese encephalitis in mice. J Virol 74, 4244-4252,

Charrel, R. N., Zaki, A. M., Attoui, H., Fakeeh, M., Billoir, F., Yousef,
A. |, de Chesse, R., de Micco, P, Gould, E. A. & de Lamballerie, X.
(2001). Complete coding e of the Alkhurma virus, a tick-
borne flavivirus causing severe hemorrhagic fever in humans in Saudi
Arabia. Biochem Biophys Res Commun 287, 455-461.

Ciota, A. T., Lovelace, A. 0., Ngo, K. A, Le, A. N., Maffei, J. G., Franke,
M. A, Payne, A. F, Jones, S. A, Kauffman, E. B. & Kramer, L. D.
(2007). Cell-specific adaptation of two flaviviruses following serial
passage in mosquito cell culture. Virology 357, 165-174.

Coia, G., Parker, M. D,, Speight, G., Byrne, M. E. & Westaway, E. G.
(1988). Nucleotide and complete amino acid sequences of Kunjin
virus: definitive gene order and characteristics of the virus-specified
proteins. | Gen Virol 69, 1-21.

Cook, S. & Holmes, E. C. (2005). A multigene analysis of the phylo-
genetic relationships among the flaviviruses (Family: Flaviviridae) and
the evolution of vector transmission. Arch Virol 151, 309-325.

Crabtree, M. B, Kinney, R. M. & Miller, B. R. (2005). Deglycosylation
of the NSI protein of dengue 2 virus, strain 16681: construction and
characterization of mutant viruses. Arch Virol 150, 771-786.

de Sousa Lopes, O, Coimbra, T. L. M., Sacchetta, L. A. & Calisher,
C. H. (1978). Emergence of a new arbovirus in Brazil. I. Isolation
and characterization of the etiologic agent. Am | Epidemiol 107,
444449,

de Sousa Lopes, 0., Sacchetta, L. A, Francy, D. B, Jakob, W. &
Calisher, C. H. (1981). Emergence of a new arbovirus disease in Brazil.
1. Isolation of Rocio virus from Psorophora ferox (Humboldt,
1819). Am | Epidemiol 113, 122-125.

Diaz, L. A, Re, V., Almiron, W. R, Farias, A., Vazquez, A., Sanchez-
Seco, M. P,, Aguilar, J., Spinsanti, L., Konigheim, B. & other authors
(2006). Genotype III Saint Louis encephalitis virus outbreak,
Argentina, 2005. Emerg Infect Dis 12, 1752-1754.

Efron, B. (1982). The Jackknife, the Bootstrap and Other Resamp-
ling Plans. CBMS-NSF Regional Conference Series in Applied
Mathematics, Monograph 38, SIAM, Philadelphia.

Felsenstein, J. (1995). pyLIP, version 3.57c. Department of Genetics,
University of Washington, Seattle, WA,

Gaunt, M. W,, Sall, A. A, de Lamballerie, X., Falconar, A. K. |,
Dzhivanian, T. I. & Gould, E. A. (2001). Phylogenetic relationships of
flaviviruses correlate with their epidemiology, disease association and
biogeography. | Gen Virol 82, 1867-1876.

Goto, A, Yoshii, K., Obara, M., Ueki, T., Mizutani, T., Kariwa, H. &
Takashima, I. (2005). Role of the N-linked glycans of the prM and E
envelope proteins in tick-borne encephalitis virus particle secretion.
Vaccine 23, 3043-3052.

Gould, E. A, de Lamballerie, X., Zanotto, P. M. & Holmes, E. C.
(2003). Origins, evolution, and vector/host coadaptations within the
genus Flavivirus. Adv Virus Res 59, 277-314.

Grard, G., Moureau, G., Charrel, R. N., Lemasson, J.-J,, Gonzalez,
J-P., Gallian, P., Gritsun, T., Holmes, E. C, Gould, E A &
de Lamballerie, X. (2007). Genetic characterization of tick-borne
flaviviruses: new insights into evolution, pathogenetic determinants
and taxonomy. Virology 361, 80-92.

Hahn, C. S,, Hahn, Y. S, Rice, C. M,, Lee, E., Dalgarno, L., Strauss,
E. G. & Strauss, J. H. (1987). Conserved elements in the 3'
untranslated region of flavivirus RNAs and potential cyclization
sequences. | Mol Biol 198, 33-41.

Hall, T. A. (2001). BioEdit. Department of Microbiology, North
Carolina State University, Raleigh, NC.

Hurrelbrink, R. J,, Nestorowicz, A. & McMinn, P. C. (1999). Char-
acterization of infectious Murray Valley encephalitis virus derived
from a stably cloned genome-length cDNA. | Gen Virol 80, 3115-3125.

ICTV (2005). Virus Taxonomy: Eighth Report of the International
Committee on the Taxonomy of Viruses. p. 1259. Edited by C. M.
Fauquet, M. A. Mayo, J. Maniloff, U. Desselberger & L. A. Ball.
London: Elsevier.

Iversson, L. B. (1988). Rocio encephalitis. In The Arboviruses —
Epidemiology and Ecology, vol. 4, pp. 77-92. Edited by T. P. Monath.
Boca Raton, FL: CRC Press.

Karabatsos, N. (1985). International catalogue of arboviruses, 3rd
edn. San Antonio, TX: American Society of Tropical Medicine and
Hygiene.

Khromykh, A. A., Meka, H., Guyatt, K. J. & Westaway, E. G. (2001).
Essential role of cyclization sequences in flavivirus RNA replication.
I Virel 75, 67196728,

Kimura, M. (1980). A simple method for estimating evolutionary rate
of base substitution through comparative studies of nucleotide
sequences. | Mol Evol 16, 111-120.

Kuno, G. & Chang, G.-J. J. (2005). Biological transmission of arbo-
viruses: reexamination of and new insights into components,
mechanisms, and unique traits as well as their evolutionary trends.
Clin Microbiol Rev 18, 608-637.

Kuno, G. & Chang, G.-J. J. (2006). Characterization of Sepik and
Entebbe bat viruses closely related to yellow fever virus. Am | Trop
Med Hyg 75, 1165-1170.

Kuno, G. & Chang, G.-J. J. (2007). Full-length sequencing and
genomic characterization of Bagaza, Kedougou, and Zika viruses.
Arch Virol 152, 687-696.

Kuno, G, Chang, G.-l. J, Tsuchiya, K. R.,, Karabatsos, N. & Cropp,
C. B. (1998). Phylogeny of the genus Flavivirus. | Virol 72, 73-83.

Lee, E. & Lobigs, M. (2000). Substitutions at the putative receptor-
binding site of an encephalitic flavivirus alter virulence and host cell
tropism and reveal a role for glycosaminoglycans in entry. J Virol 74,
B867-8875.

Li, J., Bhuvanakantham, R., Howe, J. & Ng, M.-L. (2008). The glycosy-
lation site in the envelope protein of West Nile virus (Sarafend) plays
an important role in replication and maturation processes. | Gen Virol
87, 613-622.

Lindenbach, B. D. & Rice, C. M. (2003). Molecular biology of
flaviviruses. Adv Virus Res 59, 23-61.

May, F. J,, Lobigs, M., Lee, E., Gendle, D. J., Mackenzie, J. S,, Broom,
A. K, Conlan, J. V. & Hall, R. A. (2006). Biological, antigenic and

http://vir.sgmjournals.org

9



<«paper no. virB2883 charlesworth ref: virB2883 >

D. B. A. Medeiros and others

216

phylogenetic characterization of the flavivirus Alfuy. | Gen Virol 87,
329-337.

Mitchell, C. J., Monath, T. P. & Cropp, C. B. (1981). Experimental
transmission of Rocio virus by mosquitoes. Am [ Trop Med Hyg 30,
465—472.

Mondini, A, Cardeal, I. L. S., Lazaro, E, Nunes, S. H., Moreira, C. B.,
Rahal, P., Maia, I. L, Franco, C., Gongora, D. V. N. & other authors
(2007). Saint Louis encephalitis virus, Brazil. Emerg Infect Dis 13,
176-178.

Mutebi, J. P, Rijnbrand, R. C. A,, Wang, H., Ryman, K. D., Wang, E,,
Fulop, L. D, Titball, R. & Barrett, A. D. T. (2004). Genetic relationships
and evolution of genotypes of yellow fever virus and other members
of the yellow fever virus group within the Flavivirus genus based on
the 3’ noncoding region. | Virol 78, 9652-9665.

Pierre, V., Drouet, M.-T. & Deubel, V. (1994). Identification of
mosquito-borne flavivirus sequences using universal primers and
reverse transcription/polymerase chain reaction. Res Virol 145,
93-104.

Proutski, V., Gould, E. A. & Holmes, E. C. (1997). Secondary structure
of the 3" untranslated region of flaviviruses: similarities and differ-
ences. Nucleic Acids Res 25, 1194-1202.

Rice, C. M. & Strauss, J. H. (1990). Production of flavivirus poly-
peptides by proteolytic processing. Semin Virol 1, 357-367.

Rice, C. M,, Lenches, E. M., Eddy, S. R, Shin, S. J,, Sheets, R. L. &
Strauss, J. H. (1985). Nucleotide sequence of yellow fever virus:
implications for flavivirus gene expression and evolution. Science 229,
726-733.

Sabin, A. B. (1959). Survey of knowledge and problems in field of
arthropod-borne virus infections. Arch Gesamte Virusforsch 9, 1-10.
Saitou, N. & Nei, M. (1987). The neighbor-joining method: a new
method for reconstruction phylogenetic trees. Mol Biol Evol 4,
406—425.

Spence, L. P. (1980). St. Louis encephalitis in tropical America. In
St. Louis Encephalitis, pp. 451—471. Edited by T. P. Monath.
Washington, DC: American Public Health Association.

Straatmann, A., Santos-Torres, S., Vasconcelos, P. F., Travassos da
Rosa, A. P. A, Rodrigues, S. G. & Tavares-Neto, J. (1997). Serological
evidence of the circulation of the Rocio arbovirus (Flaviviridae) in
Bahia. Rev Soc Bras Med Trop 30, 511-515.

Sumiyoshi, H., Mori, C., Fuke, |, Morita, K., Kuhara, S., Kondou, J.,
Kikuchi, Y., Nagamatu, H. & Igarashi, A. (1987). Complete nucleotide
sequence of the Japanese encephalitis virus genome RNA. Virology
161, 497-510.

Swofford, D. L. (1999). paup. Phylogenetic analysis using parsimony
(and other methods), version 4. Sunderland, MA: Sinauer Associates.

Thompson, J. D., Higgins, D. G. & Gibson, T. J. (1994). cLusTAL w:
improving the sensitivity of progressive multiple sequence alignment
through sequence weighting, position-specific gap penalties and
weight matrix choice. Nucleic Acids Res 22, 4673—4680.

Van Regenmortel, M. H. V., Bishop, D. H. L., Fauquet, C. M., Mayo,
M. A, Maniloff, J. & Calisher, C. H. (1997). Guidelines to the
demarcation of virus species. Arch Virol 142, 1505-1518.

Vasconcelos, P. F. C., Travassos da Rosa, A. P. A, Dégallier, N.,
Travassos da Rosa, J. F. S. & Pinheiro, F. P. (1992). Clinical and
ecoepidemiological situation of human arboviruses in Brazilian
Amazonia. Cienc Cult 44, 117-124.

Vasconcelos, P. F. C,, Travassos da Rosa, A. P. A, Pinheiro, F. P,,
Shope, R. E, Travassos da Rosa, ). F. S, Rodrigues, S. G,
Dégallier, N. & Travassos da Rosa, J. F. S. (1998). Arboviruses
pathogenic for man in Brazil. In An Overview of Arbovirology in Brazil
and Neighbouring Countries, pp. 72-99. Edited by A. P. A. Travassos
da Rosa, P. F. C. Vasconcelos & J. F. S. Travassos da Rosa. Belem,
Brazil: Instituto Evandro Chagas.

Vorndam, V., Mathews, J. H,, Barrett, A. D., Roehrig, J. T. & Trent,
D. W. (1993). Molecular and biological characterization of a non-
glycosylated isolate of St Louis encephalitis virus. | Gen Virol 74,
2653-2660.

Wallner, G., Mandl, C. W., Kunz, C. & Heinz, F. X. (1995). The
flavivirus 3'-noncoding region: extensive size heterogeneity indepen-
dent of evolutionary relationships among strains of tick-borne
encephalitis virus. Virology 213, 169-178.

Winkler, G., Heinz, F. X. & Kunz, C. (1987). Studies on the glycosyla-
tion of flavivirus E proteins and the role of carbohydrates in antigenic
structure. Virology 159, 237-243.

Zuker, M., Mathews, D. H. & Turner, D. H. (1999). Algorithms and
thermodynamics for RNA secondary structure prediction: a practical
guide. In RNA Biochemistry and Biotechnology, pp. 11-43. Edited by
J. Barciszewski & B. F. C. Clark. Amsterdam: Kluwer Academic
Publishers.

Journal of General Virology 88



	 
	 
	 
	UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARÁ 
	INSTITUTO DE CIÊNCIAS BIOLÓGICAS 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	DANIELE BARBOSA DE ALMEIDA MEDEIROS  
	 
	 
	 
	 
	 
	Belém-Pará 
	2009 
	1.12.2. Objetivos Específicos...................................................................
	86
	 
	Realizar a caracterização molecular do genoma completo dos flavivírus brasileiros Bussuquara, Iguape, Ilhéus e Rocio. 
	1.12.2. Objetivos Específicos 
	2.1 AMOSTRAS 

