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Resumo

O género Hantavirus € composto por virus envelopados de genoma
segmentado de RNA fita simples negativo. Na América, alguns membros desse
género sdao os agentes etiologicos da sindrome cardiopulmonar associada a
hantavirus. No Brasil, seis linhagens distintas de hantavirus foram identificadas:
Juquitiba, Castelo dos Sonhos, Araraquara, Araucdaria, Anajatuba e Rio Mearim. Um
surto de hantavirose em 2004 teve grande impacto no Brasil, principalmente nas
unidades federadas do Distrito Federal, Santa Catarina e Minas Gerais. Neste
trabalho, foi realizada a caracterizacdo genética dos segmentos S e M do hantavirus
circulante em pacientes de HCPS do Distrito Federal. RNA viral foi extraido de trés
pacientes do surto de 2004, residentes em diferentes cidades do Distrito Federal. O
segmento gendmico S completo foi amplificado e seqiienciado para um dos
pacientes e, para os outros dois, um fragmento de 700pb foi obtido. Dois fragmentos
do segmento gendmico M, um de 300pb localizado na seqiiéncia codante de G1 e o
outro de 400pb localizado na seqiiéncia codante de G2, foram amplificados e
seqiienciados para um dos pacientes. A partir das seqiiéncias de nucleotideos obtidas,
andlises de identidade de nucleotideos e de Maximum likelihood permitiram a
inser¢do do hantavirus circulante no Distrito Federal no contexto filogenético sul-
americano. Nas darvores filogenéticas obtidas, os hantavirus associados aos trés
pacientes formam um ramo monofilético e apresentam a linhagem Araraquara como
o hantavirus mais préoximo. A linhagem sul-americana Maciel é a segunda mais

relacionada aos hantavirus do Distrito Federal.



Introdugao

O género Hantavirus, familia Bunyaviridae, é composto por virus
envelopados de genoma de RNA fita simples negativo e segmentado (Figura 1). As
particulas virais sdo esféricas a pleomorficas com didmetro de 80 a 120nm. Os trés
segmentos gendmicos sdo denominados small (S), medium (M) e large (L). O
segmento S codifica a proteina do nucleocapsideo (N), o segmento M codifica as
duas glicoproteinas de envelope (Gl e G2) e o segmento L, a proteina L (RNA
polimerase dependente de RNA). Como detalhado na Tabela 1, os hantavirus
apresentam distribui¢do ampla e t€m como reservatorios naturais roedores da familia
Muridae, subfamilias Murinae, Arvicolinae e Sigmodontinae. Membros desse género
sd30 os agentes etiologicos da febre hemorrdgica com sindrome renal (HFRS) e da

sindrome cardiopulmonar causada por hantavirus (HCPS).
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Figura 1. Esquema da particula viral do género Hantavirus. Os segmentos
gendmicos S, M e L foram ilustrados de forma a evidenciar a interag@o direta do
RNA com vdrias moléculas da proteina do nucleocapsideo formando uma
estrutura helicoidal. A RNA polimerase dependente de RNA (proteina L)
também estd associada aos segmentos genOmicos por estruturas pareadas e
complementares (panhandle) constituidas pelas extremidades 3’ e 5’ ndo
codificadoras de cada segmento. As glicoproteinas virais G1 e G2 estdo

embebidas em uma bicamada lipidica oriunda de uma célula hospedeira.
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Febre hemorrédgica com sindrome renal (HFRS)

A febre hemorrdgica com sindrome renal é uma doenca humana
caracterizada pela presenca de febre, hemorragias e insuficiéncia renal. Em 1976, o
virus causador da febre hemorrédgica coreana (KHF) foi isolado do roedor Apodemus
agrarius coreae e denominado virus Hantaan (Lee et al., 1978). Os agentes
etiologicos da HFRS sdo encontrados nos continentes asidtico e europeu e t€m como
hospedeiros naturais roedores da familia Muridae, subfamilias Murinae e
Arvicolinae.

Virias espécies de hantavirus associadas a HFRS foram identificadas com
base em caracteristicas soroldgicas, epidemioldgicas e genéticas. Os trés maiores
patégenos responsaveis por milhares de casos anuais na China, Coréia, Russia e
Europa sdo o virus Hantaan, o virus Seoul isolado do género Rattus e o virus
Puumala isolado de Clethrionomys (Schmaljohn et al., 1985; Sugiyama et al., 1987).
O virus Dobrava foi identificado como agente etiolégico da HFRS nos Bélcas
(Avsic-Zupanc et al., 1992; Xiao et al., 1993) e varios outros hantavirus patogénicos
e nio patogénicos estdo sendo identificados em diferentes paises (Tabela 1).
Algumas espécies de hantavirus s@o constituidas por diferentes soro/gendtipos e
podem apresentar grande variabilidade, como o PUUV (Sironen et al., 2001).

As manifestacOes clinicas de HFRS variam de acordo com o virus
envolvido e geralmente sdo severas em infecgdes com o HTNV, cuja taxa de
mortalidade varia de 5 a 10%. O SEOV esta relacionado com infec¢des menos
severas € 0 PUUV ¢ causador da nefropatia epidémica (NE), cuja mortalidade € de
0,1 a 0,2%. A NE é uma forma branda de HFRS cuja caracteristica singular ¢ a

persisténcia da infec¢do (Plyusnin et al., 1996a).
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Tabela 1. Género Hantavirus (informacées baseadas no Banco de dados

Internacional de Taxonomia de Virus-ICTVdB).

do Comité

Espécie Reservatorio Doenca Localizacao Referéncia
Virus Andes Oligoryzomys HCPS Argentina, Lépez et al., 1996
(ANDV) longicaudatus Chile Lépez et al., 1997
Toro et al., 1998
Virus Bayou Oryzomys palustris HCPS EUA Morzunov er al., 1995
(BAYV) Torrez-Martinez &
Hjelle, 1995
Virus Black Sigmodon hispidus HCPS EUA Ravkov et al., 1995
Creek Canal
(BCCV)
Virus Cano Sigomdon alstoni ? Venezuela Fulhorst er al., 1997
Delgadito
(CADV)
Virus Dobrava Apodemus HFRS Eslovénia, Xiao et al., 1993
(DOBYV) flavicollis, Estonia e Nemirov et al., 1999
Apodemus agrarius Grécia Avsic-Zupanc et al.,
1995
Virus El Moro Reithrodontomys ? EUA Hjelle et al., 1994
Canyon megalotis Rawlings et al., 1996
(ELMCYV) Peromyscus
maniculatus
Virus Hantaan Apodemus HFRS Coréia, China, Lee et al., 1978
(HTNV) agrarius, Japdo, Russia Yashina et al., 2000
Apo demus e Balkans Yashina et al., 2001
Bugert et al., 1999
peninsulae Kitamura et al., 1983
Virus Isla Vista Microtus ? EUA Song et al., 1995
(ISLAV) californicus
Virus Microtus fortis - Russia Horling ez al., 1996
Khabarovsk
(KHAV)
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Continuacao Tabela 1.

Espécie Reservatorio Doenca Localizacao Referéncia
Virus Laguna Calomys laucha HCPS Bolivia e Johnson er al., 1997
Negra (LANV) Paraguai
Virus Muleshoe Sigmodon ? EUA Rawlings ez al.,
(MULV) hispidus 1996
Virus New York Peromyscus HCPS EUA Hjelle ez al., 1995b
(NYV) leucopus
Virus Prospect Microtus Nao patogénico EUA Parrington & Kang,
Hill (PHV) pennsylvanicus 1990
Virus Puumala Clethrionomys HFRS (NE) Europa e Rissia | Sironen et al., 2001
(PUUYV) glareolus
Virus Rio Oligoryzomys ? Bolivia e Peru Hjelle et al., 1996
Marmoré microtis Powers et al., 1999
(RIOMV)
Virus Rio Reithrodontomys ? EUA Hjelle et al., 1995a
Segundo mexicanus
(RIOSV)
Virus Seoul Rattus HFRS Coréia, China e | Yashina et al., 2000
(SEOV) norvegicus, Ruissia
Rattus rattus
Microtus fortis
Virus Sin Peromyscus HCPS EUA e Canadd | Nicholetal., 1993
Nombre (SNV) maniculatus
Virus Thailand Bandicota ? Tailandia Xiao et al., 1994
(THAIV) indica
Virus Suncus murinus ? India Xiao et al., 1994
Thottapalayam
(TPMV)
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Continuacao Tabela 1.

Espécie Reservatorio Doenca Localizacao Referéncia
Virus Tobetsu Clethrionomys ? Japdo Kariwa er al., 1999

rufocanus Sironen et al.,

2001
Virus Lemmus sibiricus ? Sibéria Plyusnin et al.,

Topografov 1996b

(TOPV)

Virus Tula Microtus arvalis, | Nao patogénico | Europa (Rudssia, | Plyusnineral.,

(TULV) Microtus Reptiblica 1994
. o ) Vapalahti et al.,

rossiaemeridionalis Tchecae
1996
Eslovaquia)

? : Auséncia de informacao na literatura
HCPS: sindrome cardiopulmonar associada a hantavirus

HFRS: febre hemorrdgica com sindrome renal

Sindrome cardiopulmonar associada a hantavirus (HCPS)

Os hantavirus americanos foram descritos inicialmente na regido de Four
Corners entre o Novo México e o Arizona nos EUA em 1993, quando ocorreu o
primeiro surto de HCPS. O virus Sin Nombre, isolado do roedor Peromyscus
maniculatus, foi identificado como agente etioldgico dessa doenca até entdo
desconhecida (Nichol et al., 1993). Desde entdo, varios hantavirus foram isolados de
pacientes e roedores no Novo Mundo (Tabela 1).

No Brasil, foram caracterizadas seis linhagens distintas de hantavirus:
Juquitiba, Castelo dos Sonhos, Araraquara, Anajatuba, Rio Mearim e Araucéaria
(Tabela 2; Figura 2). Como ainda ndo ha consenso sobre a constitui¢do de espécies
virais, os hantavirus brasileiros serdo tratados como gendtipos. As variantes
Juquitiba e Araraquara ocorrem no estado de Sdo Paulo (Monroe et al., 1999;
Johnson et al., 1999; Suzuki et al., 2004; Moreli et al., 2004). Em adicdo, a linhagem
Araraquara também foi descrita no Planalto Central brasileiro embora sua
caracterizacdo genética nessa regido seja escassa (Bisordi et al., 2004). A linhagem
Castelo dos sonhos foi isolada no Mato Grosso (Johnson et al., 1999) e no Para

(Secretaria de Vigilancia em Saude, 2005), a Araucdria no Parand (Raboni et al.,
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2005) e, no Maranhdo, a Rio Mearim e Anajatuba (Rosa et al., 2005). A ocorréncia

dos casos de hantavirose no Brasil € ampla incluindo o Distrito Federal e os estados

de Sao Paulo, Minas Gerais, Goids, Mato grosso, Parand, Santa Catarina, Rio Grande

do Sul, Amazonas, Bahia, Pard e Rondonia (Figura 2B).

Tabela 2. Hantavirus ocorrentes na América do Sul (Banco de dados do Comité Internacional

de Taxonomia de Virus-ICTVdB).

Espécie Linhagem | Reservatorio | Doenca | Localizacio | Referéncia
Virus Andes | Oligoryzomys HCPS Argentina, | Lopezetal., 1996
longicaudatus Uruguai e Toro et al., 1998
Chile Padula et al., 2000
Hu39694 - HCPS Argentina Levis et al., 1997
Levis et al., 1998
Virus Oligoryzomys HCPS Argentina Levis et al., 1997
Bermejo chacoensis Levis et al., 1998
Padula et al., 2002
Virus Virus Oligoryzomys HCPS Argentina Levis et al., 1997
Andes Lechiguanas flavescens Levis et al., 1998
(ANDV) " "Virus Maciel Bolomys Nio Argentina | Levisetal., 1997
obscurus patogénico Levis et al., 1998
Virus Oran Oligoryzomys HCPS Argentina | Levisetal., 1997
longicaudatus Levis et al., 1998
Virus Akadon azarae Nao Argentina Levis et al., 1997
Pergamino e patogénico Levis et al., 1998
Bolomys
obscurus
? Virus Oligoryzomis ? Brasil Mendes et al.,
Anajatuba fornesi 2001
Rosa et al., 2005
? Virus Bolomys HCPS Brasil Johnson ez al.,
Araraquara lasiurus 1999
Suzuki et al.,
2004
? Virus ? HCPS Brasil Raboni ez al.,
Auracéria 2005
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Continuaciao Tabela 2.

Espécie Linhagem | Reservatorio| Doenca | Localizacao | Referéncia
Virus Cano Virus Cano Sigomdon ? Venezuela Fulhorst ez al.,
Delgadito Delgadito alstoni 1997

(CADV)

? Virus Castelo ? HCPS Brasil Johnson et al.,
dos Sonhos 1999

? Virus Oligoryzomis HCPS Brasil Monroe et al.,
Juquitiba nigripes 1999

Suzuki et al.,
2004

Virus Virus Laguna Calomys HCPS Bolivia, Johnson ez al.,

Laguna Negra laucha Paraguai 1997

Negra
(LANV)

Virus Rio Virus Rio Oligoryzomys ? Bolivia, Peru | Hjelle ezal.,
Marmoré Marmoré microtis 1996
(RIOMV) Powers et al.,
1999
? Virus Rio Holochilus ? Brasil Rosa et al.,
Mearim sciureus 2005

7 : Auséncia de informagao na literatura.

HCPS: sindrome cardiopulmonar associada a hantavirus

HFRS: febre hemorragica com sindrome renal
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A

.I.J.umin-l’l Anajatuba-MA
Resarvatdrio: desconhedido servatorio (1): Ofgoryzomys formesi|
Variante: Castelo dos Sonhos Variante: (1) Anajatuba
Reservatorio (2) Holochilus sciureus
Yariante (2): Rio Mearim

Cemrado
Reservatdrio: 8olomys iasiris
Yariante: Araraquara

Foribes: MMA: Travassos da Rosa, E5. e al, 2004; Suzuli, A et al, 2004
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Figura 2. Distribuicdo geografica dos casos de hantaviroses ocorridos no
Brasil. (A) Provdveis reservatérios e variantes virais circulantes no Brasil entre
1993 e 2004. (B) Areas de transmissio do virus em 2004 no Brasil. Ambas figuras
foram obtidas a partir do boletim eletronico epidemiolégico de 2005 da Secretaria
de Vigilancia em Satde (Secretaria de Vigilancia em Sauide, 2005).
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Rattus norvegicus Seoul
Microtus pennsylvanicus Prospect Hill
Peromyscus maniculatus (grass) Sin Nombre
|__¥=Peromyscus maniculatus (forest) Monongahela
— = Peromyscus leucopus (NE) New York
Peromyscus leucopus (NW) Blue River (IN)
Peromyscus leucopus (SW) Blue River (OK)
= Reithrodontomys megalotis El Moro Canyon
b= Reithrodontomys mexicanus Rio Segundo
— Sigmodon hispidus texensis Muleshoe
= Sigmodon hispidus Black Creek Canal
= Sigmodon alstoni Caiio Delgadito
== ryzomys palustris Bayou
|| == Oligaryzomys flavescens Lechiguanas
— ] 1 Qligoryzomys chacoensis Bermejo
— |- Oligoryzomys longicaudatus (N)  Oran
Oligoryzomys longicawdatus (S)  Andes
Oligoryzomys microtis Rio Mamore
Calomys laucha Laguna Negra
— Akodon azarae Pergamino
= Rolom ys obscurus Maciel

Figura 3. Coevolucao de hantavirus e seus hospedeiros naturais (Yates et al., 2002). As
arvores filogenéticas de hantavirus (vermelho) e de seus hospedeiros (azul) indicam
congruéncia no caminho evolutivo. A filogenia viral é baseada em seqiiéncias dos
segmentos M e S (Plyusnin & Morzunov, 2001) e seqiiéncia de DNA do citocromo b

mitocondrial foi empregada para a filogenia dos roedores (Smith & Patton, 1999).

Os hantavirus causadores de HCPS tém como reservatdrios naturais roedores
silvestres da subfamilia Sigmodontinae e os hospedeiros de hantavirus em geral nao
apresentam efeitos deletérios da infeccdo (Schmaljohn e Hjelle, 1997). As arvores
filogenéticas de hantavirus causadores de HFRS e HCPS coincidem com a filogenia
de seus hospedeiros demostrando coevolugcdo entre essas entidades bioldgicas
(Figura 3).

A transmissdo do virus para humanos ocorre em dreas rurais com alta
densidade desses roedores, durante campanhas militares ou em dreas periurbanas
com grande concentracdo humana e baixas condi¢Oes sanitdrias. O principal meio de
transmissdo € a inalacdo de aerosols contendo excretas e secrecdes de roedores
infectados. Formas raras de contdgio incluem mordidas de animais infectados e

ingestdo de alimentos contaminados por fezes e urina desses roedores. Transmissao

pessoa-pessoa foi relatada em 1996 na Argentina envolvendo o ANDV (Padula et
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al., 1998), mas esse tipo de contdgio ndo foi observado para os demais hantavirus. A
hipétese de transmissdo oral do ANDV foi reforcada pela presenca de particulas
virais na saliva e pulmdes e pela sua auséncia em fezes e excretas em O.
longicaudatus (Padula et al., 2004).

A HCPS provoca lesdes situadas principalmente nos pulmdes, figado, bagco
e linfonodos (Nolte er al., 1995). Os pulmdes, como conseqiiéncia da infecgdo,
tornam-se avermelhados e inchados com até o dobro do seu peso natural. Os tecidos
apresentam danos vasculares com dilatagdo capilar e edema endotelial. As particulas
virais provavelmente nio estdo relacionadas com destrui¢io celular e com a indugdo
do aumento da permeabilidade vascular, esta ultima tipica das HCPS e HFRS. No
caso de HCPS, estudos imuno-histoquimicos demonstraram extensa distribui¢do de
antigenos virais em células endoteliais sem provocar necrose celular (Ferreira, 2003).
A patogénese de hantaviroses provavelmente estd associada a uma resposta imune
exagerada (Linderholm et al., 1996).

O quadro clinico de pessoas com HCPS apresenta um periodo de incubagao
que pode variar de 0 a 33 dias, tendo 15 dias de média (Young et al., 2000). Antes do
aparecimento do edema pulmonar, observam-se durante 3 a 6 dias viremia e
sintomas iniciais como febre, mialgias, nduseas, vomitos, diarréia, tosse, dispnéia e
outros préodromos menos freqiientes (Hallin er al., 1996; Jenison et al., 1995;
Secretaria de Vigilancia em Sadde, 2005). Em seguida a doencga progride para a fase
cardiopulmonar na qual ocorre progressiva infiltracio de liquido nos alvéolos
pulmonares. As conseqiiéncias da alteracio da permeabilidade vascular sdo
taquipnéia, hipoxemia, taquicardia e, em estdgios avangados, a hipotensdo pode gerar
choque e morte (Hallin et al., 1996; Jenison et al., 1995).

Estudos epidemioldgicos realizados no Brasil com pacientes de HCPS
descrevem a sindrome como aguda e de rapida evolugdo, de forma que o intervalo
médio entre o inicio dos sintomas e a recuperacdo ou Obito € por volta de 10 dias,
variacdo de 0 a 34 (Ferreira, 2003; Secretaria de Vigilancia em Satde, 2005). A taxa
de letalidade varia entre 30 e 50% (Schmaljohn e Hjelle, 1997) e a ineficiéncia no
diagndstico contribui para esse alto indice. Nao ha tratamento especifico ou vacina
para HCPS, apenas procedimentos médicos como ventilacio mecanica, controle
hidrico e uso de drogas vasoativas.

O diagnéstico laboratorial, tanto da HCPS quanto da HFRS, € realizado

principalmente por ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay), por IFA
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(immunofluorescence antibody assay) e por RT-PCR (reverse transcription-
polimerase chain reaction), sendo que o primeiro € o mais utilizado. O ELISA em
questdo baseia-se em ensaio direto para deteccdo de IgG e em ensaio de captura para
deteccao de IgM no soro de pacientes a partir de componentes estruturais virais. Para
tanto, sdo utilizados preparados de proteinas virais obtidos em infec¢des de culturas
de células ou em sistemas de expressdo heteréloga.

Assim, foram e estdo sendo desenvolvidos sistemas de expressao
heter6loga para o nucleocapsideo e/ou para as glicoproteinas em E. coli (Elgh et al.,
1997; Jenison et al., 1994), células de inseto (Morii et al., 1998; Araki et al., 2001;
Sjolander et al., 2000) e células de mamiferos (Billecocq et al., 2003, Pensiero et al.,
1988) visando aperfeicoamento do diagndstico laboratorial. O aprimoramento da
deteccao de infec¢des causadas por hantavirus é de singular importancia para o caso
de HCPS, pois o periodo de infec¢do que leva ao oObito € relativamente breve. No
Brasil, o diagnostico laboratorial de HCPS € realizado no Instituto Adolfo Lutz (Sao
Paulo), no Instituto Evandro Chagas (Belém) e na Fiocruz (Rio de Janeiro) e é
baseado em kits comerciais de MAC-ELISA (IgM antibody capture enzyme-linked
immunosorbent assay) com preparados protéicos recombinantes do ANDV em

culturas de células.

Ciclo de replicacao

A entrada do virus nas células endoteliais e do sistema imune ocorre por
interacOes entre a particula viral e componentes celulares. As integrinas o3 € o3
celulares foram descritas como cruciais para a entrada do SNV, NYV
(Gavrilovskaya et al., 1998), HTNV, SEOV e PUUV (Gavrilovskaya et al., 1999) na
célula hospedeira. A interacdo especifica entre integrina 3 e 0o HTNV reafirma seu
papel de receptor (Mou et al., 2006). Integrinas formadas pela subunidade ; foram
descritas como receptores para o virus nao patogénico PH, indicando uma correlacdo
entre patogenicidade e o receptor envolvido (Gavrilovskaya et al., 1999; Larson et
al., 2005). Em experimentos com o HTNV, proteinas de 30kDa (Kim ez al., 2002) e
70kDa (Mou et al., 2006) foram identificadas como candidatas a receptores, co-

receptores ou moléculas alternativas de interacdo com esse virus.

20



A internalizacdo da particula viral do HTNV ocorre por meio de endocitose
dependente de clatrina e assim a particula viral envelopada percorre a via endocitica
em vesiculas endossomais e lisossomais (Jin et al., 2002). Conseqiientemente, o pH
da vesicula € reduzido (aproximadamente 6,3) provocando a ativagao fusogénica de
G2 e a fusdo do envelope viral e a membrana endossomal (Arikawa et al., 1985;
McCaughey et al., 1999; Ogino et al., 2004; Tischler et al., 2005b). Os
nucleocapsideos sao liberados e desmontados no citoplasma tornando os segmentos
genOmicos disponiveis para a sintese das proteinas virais e para a sua replicacdo. O
segmento M € traduzido em uma poliproteina precursora e que, durante sua
translocac@o para o reticulo endoplasmdtico, € inserida na membrana e clivada em
G1 e G2. As glicoproteinas sdo transportadas para o Golgi (Spiropoulou et al., 2003;
Deyde et al., 2005), etapa essencial para formagao do heterodimero G1/G2 maduro.

Para a maioria dos membros da familia Bunyaviridae, a montagem e
brotamento da particula viral ocorrem em membranas intracelulares do Golgi. A
liberac@o de virions, para finalizar o ciclo de replicagdo, é consistente com a via de
secrecdo vesicular. Entretanto, para o BCCV (Ravkov et al., 1997) e o SNV
(Goldsmith et al., 1995), a montagem da particula viral foi descrita na membrana
plasmdtica. Em adi¢do, microfilamentos de actina foram descritos como essenciais
para a montagem da particula viral via interacdo da proteina N com actina
monomérica e polimerizada (Ravkov et al., 1998). Foi sugerido, entdo, que a
maturagdo da particula viral de hantavirus do novo mundo ocorre na membrana

plasmética e € diferenciada do restante da familia Bunyaviridae.

O genoma

O género Hantavirus € composto por virus de genoma de RNA fita simples
negativa e trisegmentado (Figura 3A). O segmento small (S) tem extensdao
extremamente varidvel (1,8 a 2,1kb) e codifica a proteina do nucleocapsideo (N)
(Schmaljohn et al.,1986). Uma fase de leitura aberta para uma proteina ndo estrutural
(NSs) de 7 a 10kDa é encontrada nesse segmento em varios hantavirus (BAYV,
BCCV, ELMCV, ISLAV, KBRV, NYV, PHV, PUUV, RIOSV, SNV, TULV).
Embora a proteina NS ainda ndo tenha sido detectada, a baixa freqiiéncia de

mutacdes nessa por¢do do genoma sugere que essa fase de leitura seja funcional em
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alguns virus como SNV, PUUV e TULV (Bowen et al., 1995; Plyusnin et al.,
1994). O segmento medium (M) tem extensao de 3,7 a 3,8kb e codifica um precursor
glicoprotéico posteriormente processado nas glicoproteinas G1 e G2 (Schmaljohn et
al., 1987). Por fim, o segmento large (L) de 6,5 a 6,7kb € codificador da proteina L
ou RNA polimerase dependente de RNA (Schmaljohn, 1990).

As terminacdes 3' e 5' dos segmentos gendmicos sdo conservadas,
complementares e capazes de formar estrutura secunddria pareada, cuja semelhanga
com o cabo de uma panela originou a terminologia em inglés panhandle que a
designa (Figura 3B), caracteristica presente em toda a familia Bunyaviridae. Nos
hantavirus a estrutura de panhandle tem 17pb, dos quais 14 sdo especificos do
género, e apresenta falha na complementariedade na posicao 9. Em alguns membros
do género, um pareamento ndo Watson-Crick estd presente na posi¢ao 10 (HTNV,
SEOV, PUUV, SNV e BCCV). A estrutura de panhandle nos segmentos gendomicos
de hantavirus estd envolvida em mecanismos de regulacio da transcricdo e
replicacdo, no processo de encapsidagdo do genoma (Mir & Panganiban, 2004) e na
protecao do préprio material genético viral.

Entre diferentes soro/genétipos de hantavirus, a identidade de nucleotideos
nos trés segmentos gendmicos varia de 60 a 70%. Ja a identidade de aminoacido de
produtos protéicos varia de 70 a 90% para a proteina L, de 60 a 85% para a proteina
N e de 50 a 80% para as glicoproteinas G1 e G2. Entre diferentes linhagens de um
soro/genétipo de hantavirus diversos niveis de variabilidade sdo encontrados. Por
exemplo, enquanto o segmento M de linhagens do HTNV apresentam 6% de
variablidade (Schmaljohn et al., 1988), as linhagens do SNV apresentam 13 a 14%
(Spiropoulou et al., 1994; Li et al., 1995).
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Figura 3. Estrutura do genoma viral do género Hantavirus. (A) Os segmentos S, M e L estdo

esquematizados de forma a destacar a sua orientagdo negativa e sua fase de leitura aberta. Em azul

estdo destacadas as seqiiéncias nao-codificadoras (NC). (B) Estrutura de panhandle formada pelas

extremidades 3' e 5' dos segmentos gendmicos do HTNV. As seqiiéncias terminais especificas do

género estdo destacadas.
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Na familia Bunyaviridae, o inicio da transci¢do e a entrada do mRNA viral
na maquinaria traducional tém sido relacionados ao mecanismo de cap-snatching
descrito para o virus influenza. Neste mecanismo, a atividade endonuclease da RNA
polimerase dependente de RNA cliva mRNAs celulares gerando pequenos
fragmentos de RNA contendo 5'-cap, que atuariam como iniciadores para a
transcri¢do viral (Rao et al., 2003). Em alguns géneros da familia Bunyaviridae,
delecdes e extensdes terminais de nucleotideos ausentes no genoma viral foram
encontrados no mRNA (Garcin et al., 1995; Dobbs et al., 1997).

A replicacdo do genoma e a sintese de mRNA t€m como mecanismo de
iniciacdo o modelo de iniciacdo-e-realinhamento (Garcin et al., 1995; Figura 4).
Como evidéncia deste processo, as moléculas de mRNA do HTNV apresentam um
residuo G na posicao -1 e dele¢des terminais. Em adicdo, os segmentos gendomicos
deste virus apresentam um residuo U terminal na posicdo +1 e extremidade 5'
contendo monofosfato, indicando que essas cadeias ndo tiveram sua sintese iniciada
por UTP. Delecdes e adigdes de nucleotideos podem estar associadas a esse
mecanismo de replicagcdo e, para o TULV, os segmentos gendmicos S e L
apresentaram freqiiente heterogeneidade em suas terminagdes 3' (Kukkonen er al.,

1998).
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Figura 4. Modelo de iniciacio-e-realinhamento para inicio da sintese de
mRNA e genoma do HTNV (Garcin ef al., 1995). (A) Inicio da sintese de
mRNA. Iniciadores de RNA celular contendo 5'-cap anelam na posicao +3 [C] da
extremidade 3' do molde e iniciam a elongacdo por alguns nucleotideos. A
molécula em sintese dissocia-se do molde, reanela na posi¢do -1 [nucleotideo G do
iniciador ndo-pareado] e a elongacdo € reiniciada tendo como conseqii€ncia a
adi¢do de um residuo G na extremidade 5'. Se os iniciadores celulares anelassem
primeiramente na posicdo +6, o resultado seria delecdo de uma das repeti¢des
AUC. (B) Inicio da sintese do genoma. RNA polimerases virais iniciam a sintese
com ATP ou GTP, no caso do HTNV, a polimerizagdo de RNA ¢ iniciada por GTP.
O mecanismo em geral é semelhante ao descrito acima, com excecdo do inicio via
GTP e um passo de clivagem apds o realinhamento para remocdo do trifosfato,

restando um pU na posicdo +1.
A proteina do nucleocapsideo

A proteina N de 49 a 51kDa € constituida por 428 a 433 aminodcidos
incluindo 4 cisteinas conservadas. Essa proteina estrutural € produzida em excesso
em células infectadas e pode formar corpos de inclusdo granulares e filamentosos
(Hung, 1998). Apesar de anticorpos neutralizantes estarem associados as
glicoproteinas do envelope, a proteina N € o antigeno viral mais imunogénico em
pacientes (Geimonen et al., 2003b; Jenison et al, 1994). O epitopo imunogénico
dominante de N do HTNV ¢€ localizado na regido aminoterminal nos residuos 26-46

(Kang et al., 2001), dado coincidente para o SNV cujas posi¢cdes 17-59 estdo
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associadas a uma maior imunogenicidade (Jenison et al, 1994). A caracterizacio de
imunogenicidade da proteina N de outros hantavirus também indica a
imunodominancia dos 120 residuos amino-terminais (Lundkvist et al., 1995; Gott et
al., 1997; Tischler et al., 2005a). Para o ANDV, um outro epitopo imunodominante
para humanos foi descrito por Tischler e colaboradores (2005a) nos residuos 248 a
260.

Estudos com culturas de células e expressdo heter6loga da proteina N
demonstraram a oligomerizacao dessa proteina (Alfadhli ef al., 2001; Yoshimatsu et
al., 2003). Aglomerados de alto peso molecular foram identificados, com predominio
da forma trimérica. O mapeamento de residuos envolvidos na oligomerizacdo indica
um papel essencial dos 40 residuos amino-terminais e do segmento carboxi-terminal
da proteina N (Alfadhli et al., 2001). A pequena por¢ao amino-terminal em questao
parece apresentar motivos coiled coils. Na regido carboxi-terminal, os residuos 373-
387, 388-403 e 404-421 estariam envolvidos na formagdo de uma hélice-volta-hélice
e estudos de modelagem molecular e de duplo-hibrido em mamifero e em levedura
mostraram sua importadncia para a oligomerizacdo (Yoshimatsu et al., 2003;
Kaukinen er al., 2004; Figura 5). O processo de multimerizacao € considerado tipo
especifico, assim, dependendo do hantavirus estudado residuos adicionais podem ser
incluidos ou descartados (Yoshimatsu et al., 2003). A oligomerizacdo da proteina N
também estd associada a sua localizacdo na regidao perinuclear. Os ultimos 141
residuos carboxi-terminais estdo diretamente envolvidos na associacdo periférica da
proteina N do BCCV com membranas do Golgi no espago perinuclear (Ravkov &
Compans, 2001).

Em adicdo, a concentracdo da proteina N no espaco perinuclear estd
conectada com sua ligacdo as proteinas celulares Ubc9 (small ubiquitin-like
modifier-1 conjugating enzyme), SUMO-1 (small ubiquitin-like modifier-1) e outras
proteinas relacionadas. Sumoilag@o € uma modificacdo pos-traducional na qual uma
molécula de SUMO ¢ adicionada a um residuo de lisina da proteina alvo via ligacao
isopeptidica. A conjugacdo de SUMO-1 a proteinas celulares estd implicada em
processos de estabilizacdo de proteinas, de transporte nuclear, controle do ciclo
celular e oncogénese (Saitoh et al., 1997; Miiller et al., 2001). O processo de
sumoilacdo envolve enzimas de ativac¢do, conjugacdo (Ubc9) e ligagdo. Os residuos
de aminodcidos 101 a 238 da proteina N foram descritos como responsdveis por

essas interagdes, sendo o motivo MKAE contido nessa seqiiéncia crucial para a
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ligacdo e presente em varios hantavirus. O motivo MKAE foi diretamente associado
a localizacdo da proteina N na regido perinuclear (Maeda et al., 2003; Lee et al.,

2003; Kaukinen et al., 2003).

Figura 5. Modelo de oligomerizacdo da proteina N (Kaukinen et al., 2004). (A)
Modelagem computacional da regido C-terminal do trimero da proteina N. As regides C-
terminais de trés moléculas de N estdo simbolizadas pelas elipses em vermelho, amarelo
e azul. A hélice I de uma molécula é arranjada conformacionalmente de forma a interagir
com a hélice II de um outro mondémero. (B) Modelo tridimensional de um trimero de
proteina N reconstruido por micrografias eletronicas de uma amostra marcada
negativamente. Os trés mondmeros estdo ilustrados em vermelho, amarelo e azul. As
hélices estdao simbolizadas por cilindros e os motivos coiled-coils nas por¢des N-terminal
estdo ilustrados em cima e as hélice-volta-hélice nas por¢des C-terminal estdo na por¢do

inferior da figura. A seta indica a provavel orientagdo do RNA viral.
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Em comparacdo a outros modelos virais, a proteina N pode estar envolvida
em diversos mecanismos de regulacdo da transcricdo e replica¢do, no processo de
encapsidacdo do genoma viral e na montagem da particula viral. Para testar essas
hipéteses, a interagdo da proteina N produzida em sistemas heter6logos e RNA viral
de hantavirus foi analisada (Got et al., 1993; Severson et al., 1999). Construcoes
truncadas da proteina N foram expressas em E. coli e sua capacidade de ligar RNA
viral foi analisada para mapear dominios de ligacio ao RNA na proteina N. Por meio
de ensaios de ligagcdo por filtracdo e gel de retardamento, um dominio de ligacdo
especifico para RNA viral de hantavirus foi identificado entre os residuos 195 a 217
da proteina N (Xu et al., 2002; Severson et al., 2005). Os aminoacidos E192, Y206 e
S217 e lisinas distribuidas entre as posi¢cdes 175 a 429 foram identificados como
essenciais para a ligagdo ao RNA viral.

Nesses estudos, a proteina N apresentou ligacdo especifica ao RNA viral
genOmico e antigendmico apresentando interagdo fraca com RNA viral mensageiro
(apenas a fase aberta de leitura da proteina N, excluidas as seqiiéncias nao-
codificadoras; Severson et al., 1999). A terminagdo 5' ndo-codificadora do segmento
gendmico S do HTNV demonstrou forte interacdo com o dominio de ligacdo de
RNA da proteina N (Severson et al., 2001; Xu et al., 2002). Por fim, a ligacdo
especifica da proteina N trimérica ao panhandle do segmento S gendmico do SNV
foi demonstrada, enquanto as formas mono e diméricas apresentam ligacdo semi-
especifica e sensivel a presenca de sal (Mir & Panganiban, 2004). Assim, foi
sugerido que a trimerizacao da proteina N produziria um complexo protéico capaz de
discernir entre moléculas de RNA viral e ndo viral nos primeiros estidgios de
encapsidacdo e montagem da particula viral.

Em seguida, Mir & Panganiban (2005) detalharam a interacdo trimero de
proteina N e panhandle dos trés segmentos gendmicos do SNV. Seus resultados
mostraram que a proteina trimérica liga-se com alta afinidade ao panhandle dos
segmentos gendmicos S, M e L e com baixa afinidade a moléculas complementares
aos segmentos gendmicos. A interacdo RNA/proteina ¢ dependente da estrutura
secundéria e da seqiiéncia primdria do panhandle e é capaz de provocar rearranjos
conformacionais na proteina N trimérica.

A montagem da particula viral foi relacionada também a capacidade da
proteina N de ligar-se a filamentos de actina (Ravkov et al., 1998). Como a

montagem da particula viral dos hantavirus do novo mundo provavelmente ocorre na
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membrana plasmadtica, a interacdo da proteina N com esse elemento do citoesqueleto
estd sendo relacionada com o transporte de elementos estruturais virais do Golgi e
citoplasma para a periferia celular. O papel dessa interacio na morfogénese do
BCCYV foi estabelecido uma vez que células infectadas tratadas com inibidores de
polimerizacdo de actina tiveram sua producdo viral drasticamente reduzida (Ravkov

etal., 1998).

As glicoproteinas

A maior fase de leitura do segmento gendmico M é de aproximadamente
3400 nucleotideos e codifica um precursor peptidico de 1135 aminodcidos. A
clivagem do precursor durante sua transloca¢do no reticulo endoplasmatico origina
as glicoproteinas G1 e G2. As glicoproteinas virais sdo proteinas transmembranicas
de tipo I, cujos dominios luminais ricos em cisteina constituem heterodimeros com
conformagdes espaciais altamente ordenadas. O heterodimero G1/G2 ¢ relacionado
com a ligagdo aos receptores na célula hospedeira.

A ancoragem no reticulo endoplasmatico € realizada pela regido C-terminal
gerando caudas citoplasmaticas de 142 residuos em G1 e de 8 residuos em G2. O
precursor glicoproteico apresenta sete sitios potenciais para N-glicosilacdo e quatro
dominios hidrofébicos. O dominio hidrofébico I envolve os residuos 1 a 17 e tem
funcdo de peptideo sinal. Os dominios II e IV s@o os dominios transmembranicos de
G1 e G2 respectivamente. O dominio III é também um peptideo sinal e encontra-se
na porcao amino-terminal de G2 nos residuos 627 a 648, contendo em seu término
um motivo WAASA altamente conservado (Lober et al., 2001; Figura 6).

O precursor glicoproteico apresenta sete sitios potenciais para N-
glicosilagdo, cinco em Gl e dois em G2 (Figura 6). Shi & Elliott (2004)
demonstraram que, para o HTNV, os sitios N134, N235, N347, N399 e N928 sdo
efetivamente N-glicosilados e sensiveis a endoglicosidase H. Em adicdo, a N-
glicosilagdo das glicoproteinas do HTNV foi descrita como essencial para o correto
dobramento, transporte intracelular e formacdo correta do heterodimero. O sitio
N134 N-glicosilado € crucial para os processos descritos e o0s outros sitios
desempenham um papel aditivo. Por outro lado, ndo foi identificada glicosilagdo no

sitio N609 o que era previsto uma vez que esse residuo € localizado no citosol. O
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dobramento das glicoproteinas G1 e G2 € auxiliado pelas chaperonas calnexina e
calreticulina, ambas presentes no reticulo endoplasmadtico, via interacdo com cadeias

de glicanas N-ligadas.
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Figura 6. Estrutura do precursor glicoproteico do HTNYV e o sitio potencial de clivagem
(Lober et al., 2001). O esquema indica quatro dominio hidrofébicos I-IV, contidos nos
residuos 1 a 17 (1), 441-515 (1), 627-648 (II) e 1097-1127 (IV). O sitio de clivagem em G1 e
G2 estd apontado pela seta logo apds o dominio hidrofébico III. Os sitios potenciais para N-
glicosilagdo estdo ilustrados por quadrados, os cinco sitios com maior probabilidade de
glicosilacdo estdo diferenciados em cinza. Em corcondancia com regras descritas para
potenciais peptideos sinais (Perlman & Halvorson, 1983; von Heijne, 1983; von Heijne, 1986),
o dominio hidrofébico III € dividido em trés regides distintas (N= basica, H= hidrofébica, C=
polar). O motivo WAASA ¢ localizado no término da regido C do dominio III e é altamente

conservado entre diferentes hantavirus.

Em hantavirus do novo mundo, a cauda citoplasmdtica da proteina G1
possui um motivo ITAM (immunoreceptor tyrosine activation motif) constituido por
duas seqiiéncias Yxx(L/I) em tandem (Geimonen et al., 2003a). A presenca desse
motivo em G1 sugere um provavel mecanismo de modulacdo do sistema imune via
cascata de transducdo de sinal o que pode estar relacionado com a diferenca de
patogénese entre as espécies causadoras de HCPS e de HFRS. O dominio ITAM de
hantavirus contém residuos de tirosina (Y619 e Y632) altamente conservados que
direcionam a ubiquitinacdo de G1 e sua degradacdo via proteassoma (Geimonen et
al., 2003b). Os baixos niveis de G1 e G2 extraidos de células infectadas e os baixos
niveis de expressdo de G1 em sistemas recombinantes podem ser explicados por esse
mecanismo (Geimonen et al., 2003b; Pensiero et al., 1988).

A entrada da particula viral via endocitose € dependente da fusdo do

envelope viral com a membrana do endossomo. A glicoproteina G2 estd relacionada
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a esse processo por meio de um peptideo fusogénico de classe II localizado nos
residuos 763 a 780 do glicoprecursor e dentro dos 130 residuos amino-terminais de
G2 do ANDV (Tischler et al., 2005b). A anédlise dessa seqiiéncia indica razodvel
conservagao de aminodcidos entre membros da familia Bunyaviridae, indicando um
mecanismo de fusdo conservado. A localizacdo do peptideo fusogénico (dentro dos
130 residuos amino-terminais de G2) e a numerosa presenca de folhas 3 pregueadas
observadas em estudos de modelagem molecular sugerem a classificacdo desse
peptideo fusogénico como de classe II. A comparagcdao com peptideos fusogénicos de
classe Il anteriormente descritos reafirma a provavel atividade fusog€nica desse

dominio de G2 (Figura 7).

w01
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Hantavirus Gc Flavivirus E

Figura 7. Modelagem molecular do dominio fusogénico de G2 de hantavirus em
comparacao ao descrito para a proteina E de flavivirus (Tischler ef al., 2005b). A
ilustracdo indica as folhas pregueadas em verde e ressalta um loop e um residuo de
triptofano (W115/W101) conservados entre ambas as moléculas e envolvidos na

atividade fusogénica.

Apés a clivagem cotraducional do precursor glicoproteico, as
glicoproteinas G1 e G2 ancoradas no reticulo endoplasmético formam heterodimeros
que posteriormente sdo transportados para o complexo de Golgi. O transporte das
glicoproteinas é dependente da formag¢do do heterodimero de forma que hé retencdo

de G1 ou G2 no reticulo endoplasmatico quando ocorre producio de apenas uma das
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glicoproteinas (Spiropoulou et al., 2003; Deyde et al., 2005). Em experimentos com
o SNV, o trafego das glicoproteinas indica actimulo no complexo de Golgi e, em
estdgios avangados de expressdo e infec¢do, a presenca dessas proteinas na
membrana plasmatica também foi observada (Spiropoulou et al., 2003).

Como a seqiiéncia codificadora do segmento gendmico M € a menos
conservada e G1 € a proteina de hantavirus de maior variabilidade (Kukkonen e? al.,
1998), a imunogenicidade das glicoproteinas pode variar de forma considerdvel entre
diferentes gendtipos de hantavirus. Para o ANDV, o principal epitopo de Gl
reconhecido por soro humano foi mapeado nos residuos de aminoacidos 14 a 26,
enquanto que anticorpos de roedores reconheceram predominantemente o epitopo
599 a 611 de G1. Para a glicoproteina G2, o soro de ambos homens e roedores reagiu
com trés sitios, compreendidos nos residuos de aminoécidos 691 a 703, 918 a 930 e
955 a 967 (Tischler et al., 2005a).

A inducdo de anticorpos neutralizantes estd vinculada as glicoproteinas
virais uma vez que essas proteinas sao responsaveis pela entrada do virus na célula e
conseqiientemente determinam a suscetibilidade do hospedeiro. Assim, sitios de
neutralizacdo foram identificados tanto em G1 quanto em G2 (Heiskanen et al.,
1997; Heiskanen et al., 1999; Koch et al., 2003). Ensaios de neutralizacdo de
infec¢do envolvendo vacinas de DNA e anticorpos anti-glicoproteinas mostraram-se
promissores (Hooper et al., 2001; Bharadwaj et al., 2002; Rizvanov et al., 2003;
Custer et al., 2003).

A proteina L

A proteina L € codificada por uma fase de leitura aberta de 2150
aminodcidos no segmento gendmico L cuja massa € de aproximadamente 250kDa
(Schmaljohn, 1990). A proteina L de hantavirus contém os motivos (pré-A, A, B, C,
D e E) associados a atividade polimerase dependente de RNA (Poch et al., 1989). Os
residuos altamente conservados desses motivos constituem o dominio de polimerase
dessa proteina e incluem os residuos glutamato e lisina, localizados entre os motivos
pré-A e A, e o tetrapeptidio E(F/Y)XS especificos para polimerases de virus de
genoma fita simples negativo (Miiller et al., 1994). A atividade polimerase da

proteina L estd implicada na replicagdo do genoma e na transcricao (Figura 8).
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Assim como a proteina N, a proteina L. também associa-se a membranas
perinucleares de forma periférica (Kukkonen et al., 2004). A localizagdo da proteina
L no espago perinuclear ¢ independente das outras proteinas virais, mas apresenta

colocalizacdo parcial com a proteina N e o complexo de Golgi.

Figura 8. Estrutura de mao direita da polimerase do

bacteriéfago ®6 (Grimes & Stuart in van Dijk ef al.,
2004). Em vermelho estdo destacados os dedos, em verde
a palma, em azul o polegar e em amarelo o dominio de
iniciacdo. Os motivos descritos para polimerases
dependentes de RNA estdo presentes na maioria no

subdominio da palma.
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Evolucdo dos hantavirus

Em contraste aos outros membros da familia Bunyaviridae, os quais sao
virus associados a artrépodes, o género Hantavirus € composto por virus cujos
reservatdrios naturais sdo vertebrados dos tdxons Rodentia e Insectivora. A anélise
filogenética realizada por Chizhikov e colaboradores (1995) da proteina L dos
géneros da familia Bunyaviridae reflete essa particularidade dos reservatorios.
Enquanto os bunya-, phlebo- e tospovirus provavelmente apresentam um ancestral
comum, os hantavirus formam um grupo independente sugerindo origem filogenética
diferenciada.

A filogenia de hantavirus é estritamente relacionada aos seus hospedeiros
naturais sugerindo coevolucdo entre essas entidades bioldgicas. De acordo com a
subfamilia de roedor envolvida, os hantavirus podem ser divididos em trés grupos
distintos (Hughes & Friedman, 2000; Plyusnin et al., 1996a; Figura 9). Os hantavirus
associados as subfamilias Arvicolinae e Sigmodontinae sao mais relacionados entre
si do que em relacdo aos hantavirus associados a subfamilia Murinae. Esse dado
corrobora a hipéotese de coevolucdo virus/hospedeiro ja que as subfamilias

Arvicolinae e Sigmodontinae sdo altamente aparentadas (Smith & Patton, 1999).
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Figura 9. Arvore filogenética baseada em diferencas de aminoicidos no gene do
segmento M (Hughes & Friedman, 2000). Trés agrupamentos distintos de hantavirus podem
ser identificados: Arv, Sig e Mur. O grupo Arv é encontrado nos roedores da subfamilia
Arvicolinae e incluem hantavirus do velho e novo mundo. O grupo Sig designa hantavirus
associados a subfamilia Sigmodontinae e a HCPS. O grupo Mur € restrito a hantavirus do
velho mundo carregados por roedores da subfamilia Murinae. A seqiiéncia do virus Dugbe foi

usada como grupo externo.

O TPMV, tnico hantavirus cujo hospedeiro natural pertence a classe
Insectivora, apresenta um ancestral comum com o restante do género (Xiao et al.,
1994). Assim, descartando a possibilidade de reintroducdo de hantavirus nesse
processo evolutivo, um hantavirus haveria coexistido com um mamifero ancestral
anteriormente a divisdo Rodentia e Insectivora.

Dentro de um genétipo de hantavirus, variantes genéticas apresentam
ramificacdo dependente da distribui¢do geografica. O impacto da geografia na arvore

filogenética em subtipos de hantavirus foi observado para o PUUV (Heiske et al.,
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1999; Escutenaire et al., 2001; Sironen et al., 2001), TULV (Song et al., 2004) e
outros. A dependéncia da variabilidade de populacdes de hantavirus na distribui¢dao
geografica foi evidenciada durante o periodo pés-glaciagdo 10000 anos atrds, no qual
um processo de isolamento geografico e posterior recolonizacdo de dreas inabitdveis
ocorreu. Assim, a regido da Fennoscandindvia na Europa constitui um 6timo modelo
de estudo da coevolucdo de hantavirus e seus hospedeiros (Siivonen, 1982). Em uma
distancia de apenas 50km dentro da Suécia encontram-se duas vertentes (norte e sul)
de recolonizagdo do territério apds isolamento geografico por causa da glaciacao.
Como conseqiiéncia, duas sub-linhagens do PUUV sdo encontradas nos limites da
antiga barreira geogréafica (Horling et al., 1996; Asikainen et al., 2000).

Os principais mecanismos envolvidos no processo evolutivo dos hantavirus
sao a deriva genética (substitui¢des, dele¢des e insercdes de nucleotideos) e o desvio
genético (recombinacdo de segmentos genOmicos). A deriva genética parece
constituir a maior fonte de variabilidade em hantavirus. A recombinagdo de
segmentos gendmicos entre espécies de hantavirus € obscura, por outro lado, a
recombinacdo foi observada entre variantes genéticas de uma mesma espécie viral
(Henderson et al., 1995; Li et al., 1995).

Os hantavirus da América da Sul constituem um ramo distinto da arvore
filogenética dos hantavirus do Novo Mundo, cujo ancestral é o mesmo dos trés
outros grupos de hantavirus americanos, associados aos roedores Peromyscus,
Reithrodontomys e Oryzomys/Sigmodon. No ramo sul-americano, ha divergéncia
evolutiva entre os hantavirus do clado argentino/chileno e os encontrados no
Paraguai (LNV) e Bolivia (RMV). Dentro do clado argentino/chileno, trés grupos
distintos podem ser distinguidos. Um sub-clado € formado pelos gendtipos
Lechiguanas, Bermejo, Hu39694 e Oran. O segundo inclui os virus Pergamino e
Maciel. As linhagens do virus Andes formam, por fim, o terceiro sub-clado
(Bohlman et al., 2002; Figura 10).

A linhagem brasileira Juquitiba, identificada em Sao Paulo do primeiro
caso de HCPS no Brasil em 1993, foi caracterizada geneticamente pela amplificacdao
de um fragmento de 139 nucleotideos do segmento M (Monroe et al., 1999). A
andlise filogenética de seqiiéncias dos segmentos S e M das linhagens Araraquara e
Castelo dos Sonhos indica que essas linhagens sdo mais préximas dos genotipos
argentinos e chilenos do que entre si (Johnson et al., 1999). Em adicdo, as variantes

Araraquara (S3o Paulo) e Castelo dos Sonhos (Mato Grosso e Pard) foram

36



relacionadas aos genétipos Maciel e Andes respectivamente (Bohlman et al., 2002;
Figura 10). O virus Araraquara também foi detectado na regido Centro-Oeste e
seqiiéncias do genoma para esses isolados ainda ndo foram publicadas (Secretaria de
Vigilancia em Sauide, 2005). A andlise do fragmento disponivel do gendtipo
Juquitiba apresenta também origem filogenética com os hantavirus argentinos e
chilenos, sendo os gendtipos Lechiguanas, Oran e Hu39694 os mais relacionados
(Johnson et al., 1999). A andlise filogenética de um fragmento de 643 nucleotideos
do segmento S indica que as variantes Anajatuba e Rio Mearim, encontradas em
roedores no estado do Maranhdo, sdo relacionadas ao virus Rio Marmoré ocorrente
na Bolivia e Peru (Rosa et al., 2005). A linhagem Araucdria ocorrente no Parana
apresentou variantes do Paraguai como os hantavirus mais proximos por meio de
andlise filogenética da seqiiéncia codificadora de N (Raboni et al., 2005).

Embora as relagdes filogenéticas estabelecidas nos trabalhos acima citados
sejam estatisticamente relevantes, uma melhor elucidacdo da filogenia das linhagens
brasileiras dentro do contexto dos hantavirus da América do Sul depende do
seqiienciamento de um maior nimero de isolados e de uma por¢do maior do genoma
dessas linhagens. Neste trabalho, contribuimos com seqiiéncias dos segmentos
gendmicos S e M de isolados do hantavirus circulante no DF e sugerimos sua

inser¢do no contexto filogenético dos hantavirus da América do Sul.
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Figura 10. Analise filogenética dos hantavirus da América do Sul (Bohlman et al.,
2002). A arvore filogenética foi baseada em um uma seqiiéncia de 643 nucleotideos do
segmento S disponivel para as linhagens brasileiras. Andlise de maximum-likelihood foi
conduzida pelo programa PAUP versio 4b8 na opcdo de busca heuristica. As siglas
utilizadas por Bohlman e colaboradores representam ARA: Araraquara (AF307325),
CAS: Castelo dos Sonhos (AF307324), ELMC: El Moro Canyon (U11427), RIOS: Rio
Segundo (U18100), SN: Sin Nombre (L.33816, L33683 e L25784), MGL: Monongahela
(U32591), NY: New York (U09488), MAC: Maciel, PRG: Pergamino, LEC:
Lechiguanas, BMJ: Bermejo, Hu39694: Andes isolado de um paciente, ORN: Oran,
AND: Andes (AF004660), LN: Laguna Negra (AF005727), RIOM: Rio Madarmore
(U52136), BAY: Bayou (L36929), BCC: Black Creek Canal (.39949), MUL: Muleshoe
(U54575), PH: Prospect Hill (M34011).
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Objetivos

Assim como foi descrito na Introdu¢do, ndo hd caracterizagdo genética da
variante de hantavirus ocorrente na regido Centro-Oeste do Brasil. Em 2004, um
surto de hantavirose teve grande impacto no pais, principalmente nas unidades
federadas de Santa Catarina, Minas Gerais e Distrito Federal. Neste surto foram
registrados 164 casos de HCPS em 11 unidades federadas, esse valor € equivalente a
32,6% do total de casos desde 1993. Em 2004 foram registrados os primeiros casos
de HCPS no Distrito Federal com taxas de incidéncia de 1,34/100.000 hab. e de
mortalidade de 0,58/100.000 hab. (Secretaria de Vigilancia em Saude, 2005).

A importancia da caracterizacdo genética das linhagens de hantavirus
brasileiras € evidente para a epidemiologia, diagndstico e tratamento da HCPS no
Brasil. Em adi¢do, a elucidacdo das relagdes filogenéticas entre os hantavirus
brasileiros e entre os hantavirus sul-americanos € dependente dessa caracterizagdo.
Nesse trabalho, foi realizada a caracterizacdo genética do segmento S e de
fragmentos do segmento M de isolados de pacientes de HCPS do Distrito Federal.
Em seguida, uma andlise filogenética preliminar foi realizada com as seqii€ncias

obtidas.
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Materiais € Métodos

Materiais

1. Soro de pacientes de HCPS

Os soros de pacientes de HCPS, dos quais foi extraido RNA viral, foram
obtidos e manipulados no Instituto Adolfo Lutz (IAL) em Sao Paulo. Os
pacientes em questdo eram residentes no Distrito Federal na ocasido de
infeccdo (Tabela 3) e todos apresentaram sorologia positiva IgM para

hantavirus.

Tabela 3. Informacoes sobre os pacientes de cujos soros foram extraidos RNA.

Registro nesse Registro no IAL Origem do paciente
trabalho
1 SPH-256033 Brasilia-DF
2 SPH-256046 Paranoa-DF
3 SPH-256179 Brasilia-DF
4 SPH-256184 Brasilia-DF
5 SPH-256814 Luziania-GO
6 SPH-256755 Sao Sebastido-DF
7 SPH-257074 Brasilia-DF
8 SPH-257093 Planaltina-DF
9 SPH-257212 Gama-DF
10 SPH-262150 Brasilia-DF

2. Linhagens de E. coli
e XL1-Blue: (Stratagene®, nimero de catidlogo 200228) supE44,
hsdR17, recAl, endAl, gyrA46, relAl, lac-, F' [ProAB+, laclq,
lacZAM15, Tn10(tetr)].

3. Plasmidios
* pGEM-T: 3,0kb, promotores T7 e Sp6, ori ColEl, ori fl, ApR,
multiplos sitios de clonagem, contendo residuos de deoxitimidil

despareados, adicionados nas extremidades geradas pela digestao
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com a endonuclease EcoR V (Promega nimero de cat6logo:A3600).
Utilizado para a clonagem dos fragmentos de PCR.

¢ pGEM-T easy: 3,015kb, promotores T7 e Sp6, ori ColEl, ori f1, ApR,
multiplos sitios de clonagem, contendo residuos de deoxitimidil
despareados, adicionados nas extremidades geradas pela digestdo
com a endonuclease EcoR V (Promega nimero de cat6logo:A1360).

Utilizado para a clonagem dos fragmentos de PCR.

. Meios de cultura

* Meio LB

peptona de caseina 1,0% (p/v)

extrato de levedura 0,5% (p/v)

NaCl 1,0% (p/v)
pH 7,2

e Meio LB dgar

Meio LB contendo 1,5% de agar bacterioldgico.

® Meio SB

peptona de caseina 3,0% (p/v)

extrato de levedura 2,0% (p/v)

MOPS 1,0% (p/v)
pH 7,0

* Meio SOB

peptona de caseina 2,0% (p/v)

extrato de levedura 0,5% (p/v)

NaCl 0,05% (p/v)

KCl 0,00186% (p/v)
pH 7,0

® Meio SOC

Solugio estoque de Mg** 2M ImL

Solucio estoque de glicose 2M ImL

Meio SOB 98mL

Total 100mL
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A solugdo foi autoclavada por 20min a 120°C.

. Solucoes e tampoes

e Tampao TE
Tris-HCI pH 8,0
EDTA pH 8,0

¢ Clorofane
Fenol (equilibrado em pH 7,6)
Cloroférmio

B-hidroxiquinolina

10mM
1mM

1v
1v

0,05% (p/v)

A solugdo foi equilibrada com Tris-HCI 100mM pH 7,6.

e Clorofil
Cloroférmio

Alcool Isoamilico

24v

1v

A solucdo foi equilibrada com 0,25v de tampao TE.

e Solugdo I
Tris-HCI pH 8,0
EDTA pH 8,0

Glicose

e Solugao II
NaOH
SDS

e Solugdo III
Acetato de potéssio
Acido Acético

pH 4,8 - 5,0

25mM
10mM
50mM

0,2N
1,0% (p/v)

3M
2M
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¢ Glicerol 10% (v/v)

A solucdo foi filtrada em membrana microbiolégica com poro de

0,22pum (Millipore).

e CaCl, 50mM

A solucdo foi filtrada em membrana microbioldgica com poro de

0,22pum (Millipore).

e Solugio estoque de Mg ** 2M
MgSO,. 7H,0 M

A solucdo foi filtrada em membrana microbioldgica com poro de

0,22pm (Millipore).

o @licose 2M

A solucdo foi filtrada em membrana microbiologica com poro de

0,22pum (Millipore).

e X-Gal 20mg/mL

Dissolvida em dimetilformamida e utilizados 40uL. para cada 15mL de

meio.

e IPTG IM
Utilizados 7uL para cada 15mL de meio.

e Tampao de Corrida para Gel de Agarose 10X

Trizma base 0,89M

Acido bérico 0,89M

EDTA 0,02M
pH 8,0

e Tampdo de Amostra para Gel de Agarose 5X
Tampao de corrida TEB 10X
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Glicerol 50,0% (v/v)
Azul de bromofenol 0,1% (p/v)
Xileno cianol 0,1% (p/v)

6. Marcadores de DNA
e 1kb plus Invitrogen (cat. no. 10787-018)
¢ High mass ladder Invitrogen (cat. no. 10496016)

¢ Low mass ladder Invitrogen (cat. no. 10068-013)

Métodos

Desenho de iniciadores

Os iniciadores para a amplificacdo de fragmentos do segmento gendomico S
e M foram desenhados com auxilio do programa OLIGO 4.0 e direcionados para
seqiiéncias conservadas do genoma do virus. Os iniciadores foram desenhados em
geral com 15 a 20 mer e temperatura de anelamento minima de 43°C.

As regides conservadas foram estabelecidas a partir de alinhamento de
seqiiencias de linhagens proximas filogeneticamente de hantavirus brasileiros pela
ferramenta ClustalW Multiple Alignment (Thompson et al., 1994) no programa
BioEdit (Hall, 1999). Os gendtipos de hantavirus escolhidos para o alinhamento
foram Andes, Araraquara, Castelo dos Sonhos, Maciel, Oran, Pergaminho e
Lechiguanas. Como as linhagens Araraquara e Maciel eram potencialmente as mais
proximas das amostras do DF, as seqiiéncias dos iniciadores foram baseadas nesses
hantavirus sempre que havia informacdo de seqiiéncia. Seqiiéncias de baixa
conservagdo na extremidade 3' do iniciador foram evitadas e, em contrapartida,
posi¢cdes de nucleotideos com variabilidade entre as linhagens foram aceitas na
extremidade 5'. Bases degeneradas foram utilizadas nos iniciadores em posi¢des com
divergéncia de seqiiéncia entre as linhagens analisadas. Essa andlise de conservacdo
de seqiiéncia foi também empregada na adaptacdo de iniciadores descritos na
literatura por Johnson e colaboradores (1997) e Deyde e colaboradores (2005) para a

amplificacdo dos isolados do DF.
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Preparado de material RNase free

Todo o material de vidro e de metal utilizado foi incubado durante a noite
em estufa 180°C. O material de pléstico foi incubado com DEPC 0,1% por 30min a
temperatura ambiente ou durante a noite a 4°C. Em seguida, o material tratado com
DEPC foi lavado com H,O miliQ RNase free e autoclavado por 20min a 120°C. Os

microtubos, ponteiras e tubos tipo Falcon utilizados eram sempre novos.

Preparado de solucoes RNase free

Os reagentes e solventes para uso RNase free foram separados dos
reagentes e solventes para uso comum. As solucdes RNase free foram preparadas em
frascos de vidro RNase free e espatulas de metal RNase free foram utilizadas para
pesagem dos reagentes. Quando possivel, DEPC na concentra¢do final de 0,01% foi

adicionado e a solugdo foi autoclavada por 15min a 120°C.
Extracio de RNA
O RNA viral de soro de pacientes de HCPS foi extraido por meio de kit

Qiamp RNA viral (Qiagen).

RT-PCR de passo tnico (adaptado de Moreli et al., 2004)

RNA 3uL
Tampao 10 X SuL
dNTPs 10mM 2,5uL
MgCl, 50mM 1,5ul
Iniciador 5' 6uM 2,5ulL
Iniciador 3' 6uM 2,5uL
DTT 0,1 M SuL
RNase OUT* (40u/ pL) ims
SuperScript I (200u/ pL) 0,4uL
Taq Polimerase“ (5u/ uL) 0,5uL
H,O gsp 50uL de volume final
Programa:

1. 42°C por 50min

45



® NS0 A »w D

95°C por 2min

95°C por 30seg

Temperatura de anelamento” por 45seg
72°C por 3min

Voltar para o passo 3 para 40 ciclos
72°C por Smin

4°C

A- RNase OUT Invitrogen (cat. no. 10777-018).

B- A quantidade de SuperScriptIII Invitrogen (cat. no. 18080-044) utilizada para a RT-PCR de

passo tnico ndo foi linear em relacdo ao nimero de amostras. Foram utilizados 0,4pL/mix para 1 a 7

reacoes; 0,5ul/mix para 8 a 11 reacdes; 0,6pl/mix para 12 a 16 reacdes e 1uL para 17 a 20 reagdes.

(cat. no. 11

C-Taq Polimerase CENBIOT (cat. no. TPc 05/0606) ou Platinum Taq Polimerase Invitrogen

708-013).

# A temperatura de anelamento utilizada foi a do iniciador com menor temperatura de

dissociacdo.

A L R

PCR (Moreli et al., 2004)
cDNA ou DNA
Tampado 10 X
dNTPs 10mM
MgCl, 50mM
Iniciador 5' 6uM
Iniciador 3' 6uM
Taq Polimerase” (5u/ uL)
H,O gsp
Programa:
95°C por 2min
95°C por 30seg

72°C por 3min

Voltar para o passo 2 para 40 ciclos
72°C por Smin

4°C

Temperatura de anelamento” por 45seg

2ul

SuL

2,5ul

1,5uL

2,5uL

2,5ul

0,5uL

50uL de volume final
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* Taq Polimerase CENBIOT ou Platinum Taq Polimerase Invitrogen. Na PCR 1 da
amplificacdo das seqiiéncias ndo codificadoras 1pL de enzima foi usado.
# A temperatura de anelamento utilizada foi a do iniciador com menor temperatura de

dissociacdo.

Tratamento com TAP

RNA 1ug (aproximadamente 6pmoles)
Tampao TAP 10X TuL
TAP" (10u/ pL) ims
H,0 gsp 70uL
37°C por 2h

Extragdo das proteinas por fenol/cloroférmio:
1. Foram adicionados 130uL de TE RNase free e 200uL de
fenol/cloroférmio RNase free;
2. A amostra foi agitada por 1min em vortex;
3. Centrifugacdo por 5000xg por Smin a temperatura ambiente em
microcentrifuga do tipo Eppendorf de bancada;
4. A fase aquosa foi coletada em um novo microtubo.
Precipitagao:
1. Foram adicionados 3uL de glicogénio 20mg/mL Rnase free, 0,1V de
NaAc 3M pH 5,5 RNase free e 2,5V de etanol 100% RNase free.;
2. Incubacdo a —20°C durante a noite;
3. Centrifugacdo a 12000rpm em microcentrifuga do tipo Eppendorf de
bancada por 45min a 4°C;
4. Foram adicionados 300uL de etanol 70% RNase free;
5. Centrifugacao a 12000rpm por 15min a 4°C em microcentrifuga do

tipo Eppendorf de bancada.
* Epicentre (cat. no. T19100)

Ligacao das extremidades do RNA

RNA precipitado 40uL de H,O para ressuspensao
Tampao RNA Ligase 10X 5,5uL

RNase OUT* (40u/ pL) 1ul

T4 RNA Ligase® (5u/ uL) 3ul

ATP 10mM 5,5uL (1mM final)

H,0 gsp S5uL

4°C durante a noite e 37°C por 30min

Extragdo por fenol/cloroférmio (vide Tratamento com TAP)
Precipitag¢do (vide Tratamento com TAP) e ressuspensdo em 16ul. de H>O mili

Q.

A- Invitrogen.
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B- Epicentre (cat. no. LR5010)

Transcricao reversa

RNA circular 8uL

dNTPs 10mM IuL

Iniciador 5' 2uM 1uL
Programa:

1. 65°C por Smin

2. gelo por Imin

3. Adigdo do Mix de sintese de cDNA

4. Temperatura de anelamento por S0min (a temperatura de cada iniciador esta

descrita no Anexo I)

5. 85°C por Smin

6. 4°C
Mix de sintese de cDNA:
5X  First Strand Buffer 4uL
MgCl, 50mM 1uL
DTT 0,1 M 2ulL
RNase OUT* (40u/ pL) luL
SuperScript III* (200u/ pL) 1uL
H,0 gsp 10pL
*Invitrogen.

Analise de DNA em gel de agarose (Sambrook & Russel, 2001)

A agarose foi preparada em tampao TEB 1X e contendo 0,5ug/mL de brometo
de etidio. As amostras de DNA em tampdo de amostra para gel de agarose foram
aplicadas no gel e submetidas a eletroforese em tampao TEB 1X. Para a visualizacdo

do DNA, incidia-se luz ultravioleta no gel por meio de transluminador.
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Clonagem e seqiienciamento

Os produtos de PCR foram purificados com auxilio de kits e resinas
comerciais (PCR e gel extraction kit da Qiagen cat. no. 28004/28704, Microcon YM100
da Amicon cat. no. 42413 e Ultrafree-DA Millipore cat. no. 42600). Em seguida, os
fragmentos purificados foram ligados a vetores por meio dos kits de ligacio pGEM-T
system I e pGEM-T easy (Promega cat. no. A1360), transformados por choque térmico
ou eletroporacdo em E. coli XL1Blue e selecionados por meio de ampicilina, X-Gal e
IPTG. A transformacao foi analisada pelo perfil de digestdo (EcoR I, Nco I e Sac 11 New
England Biolabs) e por PCR das mini-preparacoes de DNA plasmidial (Qiagen cat. no.
27106 e Maranhdao & Moraes in Azevedo et al., 2003). O seqiienciamento foi realizado
no MegaBACE 500 Plus (Molecular Dynamics®) utilizando-se o kit ET terminator da
GE-Amersham.

Ligacao de fragmentos de DNA

As concentragdes de DNA (vetor : inserto) utilizadas nos sistemas de ligacdo
variavam de acordo com o experimento a ser realizado, sendo normalmente a uma
razao molar de 1:3, 1:5 ou 1:6. A reacdo de ligacdo era efetuada em tampao de ligase
1X, contendo 10 a 200 U de T4 DNA Ligase Invitrogen (cat. no. 15224-017). Os
sistemas continham de 10 a 20uL de volume final e as condi¢des de reagdo eram

realizadas segundo instrugdes do fabricante.

Células competentes para choque térmico e transformacao (Maranhao in
Azevedo et al., 2003)

¢ Foi preparado um indculo contendo 50 mL de meio LB e 500uL de um pré-indculo
de E. coli crescido durante a noite;

® O ind6culo foi incubado a 37°C sob agitacdo até a cultura atingir uma densidade
Optica a 600nm de 0,1 a 0,3;

e Centrifugacdo a 3.000 xg a 4°C por 15 minutos. O sobrenandante foi descartado;

® As células foram ressuspendidas em 10mL de solu¢do de CaCl, 50mM gelada por
meio de suave agitacdo;

e Centrifugacdo a 3.000xg a 4°C por 15 minutos. O sobrenandante foi descartado;

® As células foram ressuspendidas em 1mL de solugdo gelada de CaCl, a 50mM;

® As células foram incubadas em banho de agua/gelo por pelo menos 1 hora, a partir
do que foram consideradas competentes, podendo ser usadas imediatamente ou

durante o periodo maximo de 24 horas;
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100 a 200uL de células competentes foram incubados com 100 a 500ng de DNA
plasmidial em banho de dgua/gelo por pelo menos 30 minutos;

Os sistemas de transformacao foram incubados a 42°C por 3 minutos e Recolocados
no gelo;

Foi adicionado 1mL de meio LB aos tubos submetidos ao choque térmico e os tubos
foram incubados por 1 hora a 37°C;

Foram semeados 50 a 500uL de células transformadas com plasmidio intacto em
placas contendo meio LB dgar com 100ug/mL de ampicilina. Para sistemas de
ligacdo, as células foram concentradas para o volume de 400uL e toda a
transformacao foi semeada;

As placas foram incubadas a 37°C durante a noite.

Células competentes para eletroporaciao e transformacao (Maranhio in

Azevedo et al., 2003)

Uma coldnia isolada de XL1Blue foi inoculada em 5mL de meio SB, contendo
tetraciclina a uma concentracao final de 30 pg/mL e esse pré-indculo foi incubado
durante a noite sob agitacdo de 250 rpm a 37°C;

0,5mL da cultura foi inoculado em 500mL de meio SB em um frasco de 1L. Foram
adicionados 2,5mL de glicose 2M e 2,5mL de solucdo de Mg 2M, antibidticos nao
sdo adicionados nesta etapa;

O inoculo foi incubado em agitador a 250rpm a 37°C até uma densidade Optica a
600nm (ODgg) de 0,7 2 0,9;

Apds o crescimento do indculo, a temperatura da cultura (bem como dos frascos,
pipetas e solucdes) foi mantida baixa;

Centrifugar a 3.000xg por 20min a 4°C, sendo o sobrenadante descartado em
seguida;

As células foram ressuspendidas em 25mL de glicerol 10% (v/v) gelado usando-se
pipetas pré-resfriadas. Foram adicionados 75mL de glicerol 10% (v/v) gelado e foi
realizada centrifugacdo nas mesmas condi¢Oes acima descritas. O sobrenandante foi
descartado;

As células foram ressuspendidas em 25mL de glicerol 10% (v/v) gelado usando-se
pipetas pré-resfriadas. Os frascos foram transferidos para tubos de centrifuga de
50mL e novamente centrifugados nas condicdes anteriores. Descartar o
sobrenandante;

As células foram ressuspendidas no volume residual de glicerol (tipicamente 1 a
2mL). Aliquotas de 110uL de células em microtubos novos e estéreis foram em

seguida congeladas em banho de alcool/gelo seco;
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As aliquotas foram estocadas a -80°C para transformagao por eletroporagio;

O DNA a ser transformado foi incubado com uma aliquota de célula competente e o
sistema de transformacdo foi misturado com a ponteira da pipeta automadtica em
movimentos circulares. O volume do DNA ndo ultrapassou 10% do volume da
aliquota de células. Quando houve mais de um sistema de transformagdo, uma
aliquota foi descongelada de cada vez;

O sistema de transformacao foi transferido para uma cubeta de 0,2cm previamente
resfriada. A eletroporacao foi realizada seguindo os seguintes parametros elétricos:
2,5kV, 25uF e 200Q (Pulse Controller da BioRad). O 7 esperado nessas condicdes
foi de 4,0 a 5,0 milisegundos;

As células foram recuperadas imediatamente apds o choque com trés lavagens de
ImL de meio SOC e as células recuperadas foram coletadas em um tubo tipo Falcon
de 50mL;

O sistema de transformacdo foi incubado em agitador a 250rpm e a 37°C por uma
hora;

Dilui¢des dessa cultura foram semeadas em placa de meio LB dgar contendo
ampicilina a uma concentragdo de 200ug/mL. Para determinacdo da eficiéncia de
transformacdo, um plasmidio intacto previamente quantificado foi transformado e
0,01; 0,1 e 1uL dos 3mL de meio SOC da recuperacdo foram semeados. Para
sistemas de ligacdo, os 3mL foram concentrados para 400uL por centrifugacdo e
toda a transformacao foi semeada;

As placas de petri foram incubadas a 37°C durante a noite.

Mini-preparacio de DNA plasmidial (Maranhao & Moraes in Azevedo et
al., 2003)

Foram cultivadas células em SmL de meio LB contendo o agente antimicrobiano
adequado durante a noite a 37°C em agitador a 250rpm;

1,5mL da cultura foram coletados por meio de centrifugacdo a 5000rpm por Smin a
temperatura ambiente em microtubo de 1,5mL. O sobrenandante foi descartado e o
procedimento repetido por mais duas vezes;

O sedimento foi ressuspendido em 200uL de solugdo I e incubado em gelo por
Smin;

Foram adicionados 400uL de solucdo II preparada na hora e a amostra foi
homogeneizada por inversdo vdrias vezes. Em seguida incubou-se em banho de
agua/gelo por Smin;

Foram adicionados 300uL de solucdo III, o tubo foi misturado por inversdo e

incubado em banho de dgua-gelo por mais 10min;
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e (Centrifugacdo a 10.000rpm por 20min a 4°C em microcentrifuga do tipo Eppendorf
de bancada;

¢ O sobrenandante foi coletado, foram adicionados 10uLL de RNase na concentracao
10mg/mL e a amostra foi incubada a 37°C por 1h;

e 300uL de clorofane foram adicionados, a amostra foi homogeneizada com auxilio
de vortex por 1min e centrifugada a 5000xg por Smin a temperatura ambinente;

e A fase aquosa foi coletada em um novo microtubo e foram adicionados 300uL de
clorofil. A amostra foi homogeneizada com auxilio de vortex por lmin e
centrifugadas a 5000xg por Smin a temperatura ambiente;

e A fase aquosa foi coletada em um novo microtubo e foram adicionados 2v de etanol
100% (v/v). A amostra foi incubada a -20°C durante a noite;

e C(Centrifugacdo a 12.000rpm por 45 minutos a 4°C em microcentrifuga do tipo
Eppendorf de bancada;

¢ O sobrenandante foi descartado e foram adicionados 500uL de etanol 70% (v/v)
sem ressuspender o sedimento;

e Centrifugacdo a 12.000rpm por 15 min a 4°C em microcentrifuga do tipo Eppendorf
de bancada;

e O precipitado seco foi ressuspendido em 30uL de TE ou Tris HCI 10mM (pH 8,5).

Digestao de DNA com enzimas de restricao
As digestdes de DNA com enzimas de restricdo foram realizadas conforme

instrucdes dos fabricantes.

Anadlise do seqiienciamento

As seqiiéncias de nucleotideos e seus cromatogramas de seqiienciamento dos
fragmentos amplificados dos segmentos gendmicos S e M foram obtidos por meio do
programa phph (Togawa et al., 2006). Inicialmente as seqiiéncias foram analisadas
contra o banco de dados depositado no NCBI (National Center for Biotechnology
Information) utilizando a ferramenta BLASTn. Em seguida, as seqii€éncias obtidas
foram manipuladas no programa BioEdit (Hall, 1999). Apés a localizagdo dos
iniciadores por meio dos quais o fragmento foi inicialmente amplificado e a exclusdo de
seqiiéncias pertencentes aos vetores, as seqiiéncias foram alinhadas entre si e com outras
linhagens de hantavirus por meio da ferramenta ClustalW Multiple Alignment
(Thompson et al., 1994). Uma seqiiéncia consenso foi estabelecida entre os clones

bacterianos seqiienciados de cada fragmento e para cada paciente e as divergéncias de
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seqiiéncia entre os clones foram elucidadas pela andlise dos cromatogramas de

seqiienciamento.

Analise filogenética

Para todas as andlises filogenéticas realizadas, as seqiiéncias dos isolados do
DF e de outras linhagens de hantavirus foram alinhadas pela ferramenta ClustalW
Multiple Alignment (Thompson et al., 1994) no programa BioEdit (Hall, 1999). As
regides com falta de informagdo de seqiiéncia para qualquer uma das linhagens e as
regides com falhas (gaps) no alinhamento foram descartadas de todas as seqiiéncias.

A andlise de Maximum likelihood PHYLIP package (Felsenstein, 1981) foi
utlizada para o estudo das relacdes filogenéticas de hantavirus. Os valores de bootstrap
foram calculados pelo método neighbor joining com fator de correcao F84 e 1000
réplicas. Para a determinacdo de identidade entre linhagens, a ferramenta Sequence

Identity Matrix do programa BioEdit foi empregada.
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Resultados

Desenho de iniciadores

Virios pares de iniciadores foram desenhados e sintetizados para os segmentos
gendmicos S e M de hantavirus como descrito nos Materiais e Métodos (se¢ao Desenho
de iniciadores). Um exemplo de andlise da seqiiéncia de um iniciador obtido pelo
programa OLIGO 4.0 por alinhamento de seqiiéncias de hantavirus estd demonstrado na
Figura 11. Esse método de andlise também foi utilizado na adaptacdo de iniciadores
descritos na literatura (Johnson et al., 1997; Deyde et al., 2005) para a amplificagdo de

fragmentos gendmicos dos isolados do DF.

INICIADOR 5' hanta S880
MACIEL ATTGTTGAACTTATTGACCA
PERGAMINO ..A.CA..... G..A..A..
ORAN AL Ll C..Coviv.n...
ARARAQUARA e ———
CASTELO DOS SONHOS = @ @——m—————————————
ANDES AL L. C..Coov....
ANDES CHILE ...A.C..TT.G..A.....
LAGUNA NEGRA ... G..TT.A..AC.AGC
ARAUCARIA L.CLo.GL.Ci i
INICIADOR OLIGO 4.0 ATTGTTGAACTTATTGACCA
INICIADOR final ATAGTIGAICTIATTGACCA

Figura 11. Analise da conservacao da seqiiéncia de iniciadores. A conservacio
da seqiiéncia dos iniciadores desenhados e dos adaptados da literatura foi analisada
por meio de alinhamento de seqiiéncias de linhagens de hantavirus sul-americanas
e brasileiras. O alinhamento exemplificado é o correspondente ao iniciador
desenhado 5' hanta S880, cuja posi¢do de anelamento é a 880 do segmento S. O
problema de alta variabilidade em algumas posi¢cdes foi solucionado por
degeneragdes, como o emprego de inosinas (I) nesse iniciador. A conservagido da
extremidade 3' do iniciador foi priorizada e degeneragdes nessa regido foram
evitadas. Os numeros de acesso das seqiiéncias utilizadas sdo Araraquara:
AF307325, Maciel: AF482716.1, Oran: AF482715.1, Laguna Negra: AF005727.1,
Castelo dos Sonhos: AF307324, Andes: AF324902.1 e AY228237, Araucdria:
AY740633.1, Pergamino: AF482717.1.

Os iniciadores descritos na Tabela 4 mostraram-se eficazes na
amplificacdo de fragmentos do segmento gendmico S do hantavirus ocorrente no

Distrito Federal. A amplificacdo de fragmentos do segmento M a partir dos iniciadores
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desenhados e dos adaptados de Deyde e colaboradores (2005) ndo foi bem sucedida. Por
outro lado, os iniciadores adaptados dos descritos por Johnson e colaboradores (1997)
foram eficazes na amplificacdo de um fragmento do segmento M. A lista de todos os

iniciadores desenhados neste trabalho encontra-se no Anexo 1.

Tabela 4. Iniciadores desenhados para o segmento S por meio do programa OLIGO 4.0 (I=inosina e

Y=pirimidinas).

Iniciador Seqiiéncia (5'-3") Posicdo de anelamento
5'hanta S34 AAAGCTGGAATGAGC 34
3' hanta S1225 ATCATCACCAAGATGGAA 1225
3' hanta S1223 ATCATCACCAAGATGGAAGT 1223
3' hanta S723-2 ATCCAATCCTTTACAAAG 723
5"hanta S712 TGGCTTTGCTTTCTTTGTAA 712
3' hanta S61 CGGTGATGTTTTCCTGTAAT 61
5" hanta S1225 TTCCATCTTGGTGATGAT 1225
5" hanta S934 ATTGCAACCCCYCATTCAG 934
5" hanta S880 ATAGTIGAICTIATTGACCA 880
3'hanta S1069 GTTCCIACAGACTTTGATGC 1069

Amplificacdo do segmento gendomico S e M

As preparacdes de RNA de soro de 10 pacientes do Distrito Federal (Tabela 3
nos Materiais e Métodos), com sorologia positiva para hantavirus, foram primeiramente
submetidas a RT-PCR de passo tnico seguida da 2* reacdo de PCR empregadas no
diagnéstico do Instituto Adolf Lutz (IAL) a fim de se confirmar a qualidade do RNA
extraido. Os iniciadores utilizados na RT-PCR de passo unico e na 2° reagdo de PCR
anelam no segmento M de hantavirus e originam como produto final um fragmento de
DNA de aproximadamente 400pb referente as posi¢des 2779 e 3221 desse segmento

genomico (Tabela 4 do Anexo 1). O resultado desse ensaio encontra-se na Figura 12.
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Figura 12. Analise da qualidade das extracoes de RNA viral. Amplificacdo de fragmento de
400pb na RT-PCR de passo tinico seguida da 2* reacdo de PCR empregadas no diagndstico de
hantavirus no IAL usando como molde o RNA viral extraido. Os iniciadores utilizados na RT-PCR

de passo tinico anelam nas posicdes 2708 e 3344 e os utilizados na 2* reacio de PCR, nas posicdes

2779 € 3221 do segmento gendmico M. Os produtos da 2* reagdo de PCR foram analisados em gel
de agarose 1,5% (m/v). Amostras: 1-marcador 1kb plus (Invitrogen), 2-paciente 1, 3- paciente 2, 4-
paciente 3, 5- paciente 4, 6- paciente 5, 7- paciente 6, 8- paciente 7, 9- paciente 8, 10- paciente 9, 11-
paciente 10, 12-controle negativo (4dgua foi utilizada como molde para a primeira reagdo), 13-
controle negativo (dgua foi utlizada como molde para a segunda reagdo).

O teste de RT-PCR/PCR indica como positivos os pacientes 2, 3, 7, 8, 9 e 10
embora todos os pacientes analisados apresentem sorologia positiva para hantavirus.
Assim, podemos concluir que a preservacao dos segmentos gendmicos virais € um fator
limitante nas amostras de soro dos pacientes. Por isso, das 10 extracdes foram
escolhidas trés (2, 7 e 8), cuja integridade genOmica parecia preservada, para as
seguintes reacOes de amplificagdo. A garantia da qualidade do RNA viral extraido foi
crucial para os testes dos iniciadores desenhados nesse trabalho.

A localizacdo no segmento M do fragmento amplificado nessa 2* reacdo de
PCR (Figura 12) esta esquematizada na Figura 13. Como esse fragmento esta contido na
seqiiéncia codificadora de G2, ele foi denominado G2 neste trabalho. A partir de
iniciadores adaptados dos descritos para hantavirus por Johnson e colaboradores (1997),
foi amplificado um fragmento de aproximadamente 300pb contido na seqiiéncia
codificadora de G1 (Figura 13). De forma semelhante, este fragmento de 300pb foi

denominado G1.
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Seqliéncias obtidas

Iniciadores adaptados deJonhson e colaboradores (1997): C
SM1687C 5 ACAATGGGCTCAATGGTITGTGA 3

SM2255R 5 TTIAGCACIGCATCCATCCA 3

SM1723C 5 GAITGTGAIACAGCAAAAGA 3

ASM2016R 5 TCAGCACTIACIGCCCA 3

Figura 13. Amplificacio de fragmentos do segmento gendomico M. (A) Por meio de iniciadores
modificados dos descritos por Jonhson e colaboradores (1997), um fragmento de 300pb do segmento M
foi amplificado do segmento M apdés RT-PCR de passo tnico (iniciadores SM1687C e SM2255R)
seguida de uma 2° reacdo de PCR (iniciadores SM1723C e ASM2016R). O produto da 2° rea¢io de PCR
foi analisado em gel de agarose 0,8% (m/v). 1- marcador 1kb (Promega), 2- controle negativo (dgua como
molde), 3- paciente 2. Apesar do controle negativo apresentar fragmentos inesperados, o fragmento de
aproximadamente 300pb amplificado foi clonado e seqiienciado. (B) Localizacdo dos dois fragmentos
amplificados no segmento M (cinza). O fragmento G1 representa o produto amplificado em (A) e 0 G2, o
produto amplificado na Figura 12. A linha diviséria no esquema indica o sitio de clivagem do precursor
glicoproteico. (C) As adpatagcdes nos iniciadores desenhados por Jonhson e colaboradores foram

realizadas ap6s andlise das seqiiéncias de hantavirus préximos as linhagens brasileiras. I=inosina.

Para o segmento S, as reacOes de transcricdo reversa e de cadeia de
polimerase e os iniciadores empregados estdo descritos na Figura 14 e na Tabela 5. A
amplificacdo da seqiiéncia codificadora do segmento S foi realizada por meio de RT-
PCR de passo unico seguida de uma 2* reacdo de PCR. Ja para a amplificacdo das
seqiliéncias nao codificadoras, foi empregado o protocolo de Ligacdo de RNA para
seqilienciamento das termina¢des de mRNAs (Mandl et al., 1991) e, posteriormente, RT

seguida de duas reacdes de PCR (Figura 15).
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Segmento gendmico S

«— N

3 hanta 81225 ‘

5‘ hanta $34
3 hanta §723-2 |:> —  {§ 5hantas34
3* hanta S1069 |::> S (::l 5 hanta S712
3 hanta $1225 |:> N <:| 5' hanta S880
E 3* hanta S61

5 hanta S712
3 hanta S61

5' hanta 51225

Iniciadores da RT-PCR de passo Unico ou 12 reagao de
PCR

=

% Iniciadores da 22 reacao de PCR

Figura 14. Esquema do segmento gendmico S e os sitios de anelamento dos iniciadores desenhados.
O esquema da estrutura do segmento S d4 énfase na seqiiéncia codificadora da proteina do
nucleocapsideo (N), que tem inicio no nucleotideo 43 e término no 1329 (azul). As seqiiéncias ndo
codificadoras desse segmento estdo ilustradas em branco. Os iniciadores desenhados estdo simbolizados
por setas largas e a orientacdo sense e antisense dos iniciadores estd ilustrada pelo sentido da seta. O
nome e o sitio de anelamento dos iniciadores estdo ao lado de cada um. Os iniciadores azuis estdo
envolvidos na amplifica¢do da seqiiéncia codificadora e os amarelos foram empregados na amplifica¢do
da seqiiéncia ndo codificadora desse segmento gendmico.

Tabela 5. Iniciadores utilizados na amplificacao do segmento genémico S.

Iniciadores | Iniciadores da | Iniciadores da Tamanho do Nome dado
da RT RT-PCR de 2" reacao de fragmento final ao
passo inico ou PCR fragmento
da 1° reacdo de
PCR
- 5" hanta S34 5" hanta S34 707pb S700
3'hanta S1225 3' hanta S723-2
5"hanta S712* 5"hanta S712 5" hanta S1225 700pb S1225-61
3'hanta S61 3'hanta S61 circular
- 5'hanta S34 5'hanta S712 300pb S712-1069
3'hanta S1225 3" hanta S1069
- 5' hanta S34 5' hanta S880 300pb S880-1225
3'hanta S1225 3' hanta S1225

* O RNA molde para essa reacdo foi previamente submetido ao processo de ligacdo das extremidades de
RNA (Mandl et al., 1991).
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1,86kb
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TAP e RNA Ligase l

RNA segmento S
)

Transcrigao reversa
i 5' hanta §712

Produto de DNA Fita (+)
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712 1860 34

PCR 1
5'hanta 712 - 1,2kb - 3’hanta S61
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712 1860 34

Produto de DNA Fita (+)

:

PCR 2

DNA

712 1860: 34 61

5'hanta $1225 ) T14pb (2 3'hanta 61

Figura 15. Estratégia para amplificacdo das seqiiéncias nao codificadoras do segmento S. Na
ilustracdo do segmento gendmico S, em preto estd a fase de leitura aberta da proteina N e em laranja estio
esquematizadas as seqii€ncias ndo codificadoras. Apds a ligagdo das extremidades do RNA pela T4 RNA
Ligase, a seta e a barra indicam o sitio de liga¢do. Os iniciadores utilizados em cada etapa estdo ilustrados

por uma seta larga e os fragmentos oriundos da amplificacdo estdo indicados entre os iniciadores.
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A amplifica¢do dos quatro fragmentos que juntos cobrem toda a seqiiéncia do
segmento gendmico S (Tabela 5) estd demonstrada nas Figuras 16, 17 e 18. A
amplificacdo do segmento gendmico S completo foi obtida apenas para o paciente 2.

Dos pacientes 7 e 8, foi amplificado o fragmento S700 (Tabela 5, Figura 16).

Segmento gendmico S

5° hanta 534

3 hanta $1225 ) : 5 hanta $34

Figura 16. Amplificacio do fragmento S700 do segmento genomico S dos trés
pacientes. Amplificacdo de fragmento de 707pb do segmento S com os iniciadores 5'
hanta S34 e 3' hanta S1225 na RT-PCR de passo tinico e com os iniciadores 5' hanta S34
e 3' hanta $723-2 na segunda PCR (Tabela 5). A 2* reacio de PCR foi analisada em gel
de agarose 0,8% (m/v). 1-controle negativo (4gua como molde), 2-paciente 2, 3-paciente
7, 4-paciente 8, 5-paciente 9, 6-marcador 1kb plus (Invitrogen).
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Segmento gendmico S

ATG

3* hanta 51225 - - 5‘ hanta 534

Figura 17. Amplificacdo dos fragmentos S712-1069 e S880-1225 do segmento
genomico S do paciente 2. A amplificacdo dos dois fragmentos de aproximadamente
300pb foi realizada por meio de RT-PCR de passo tnico com os iniciadores 5' hanta S34
e 3' hanta S1225. Para o fragmento S712-1069, a 2* reagdo de PCR empregou os
iniciadores 5' hanta S712 e 3' hanta S1069. Ja a amplificacdo do fragmento S880-1225

utilizou os iniciadores 5' hanta S880 e 3' hanta S1225 em sua 2* reagdo de PCR (Tabela

5). Os produtos das 2* reacdes de PCR foram analisados em gel de agarose 0,8% (m/v).
1-marcador 1kb plus (Invitrogen), 2-controle negativo (dgua como molde com o par de
iniciadores 5' hanta S712 e 3' hanta S1069), 3-paciente 2 (iniciadores 5' hanta S712 e 3'
hanta S1069), 4-paciente 2 (iniciadores 5' hanta S880 e 3' hanta S1225).
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Segmento gendmico S

«— N

:5‘ hanta S$712 3 hanta $61

5 hanta 81225

Figura 18. Amplificacdo do fragmento S1225-61circular do paciente 2. Apds
tratamento com TAP e T4 RNA Ligase, transcri¢io reversa e 1* reagdo de PCR; um
fragmento de aproximadamente 700pb foi amplificado em uma 2* reagdo de PCR com os
iniciadores 5' hanta S1225 e 3' hanta S61 (Tabela 5 e Figuras 15). Os produtos da 2%
reacdo de PCR foram analisados em gel de agarose 0,8% (m/v). 1- marcador 1kb plus
(Invitrogen), pogos 2 a 7- paciente 2 com outros pares de iniciadores (vide Tabela 3 do
Anexo 1), 8- paciente 2 (1uL de DNA molde) e 9- paciente 2 (2uL. de DNA molde).
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Clonagem e seqiienciamento
Os fragmentos amplificados foram clonados nos vetores comerciais pPGEM-T
ou pGEM-T easy e a anélise de alguns clones positivos estd demonstrada nas Figuras 19

e 20. Trés clones positivos de cada fragmento de cada paciente foram seqiienciados.

10 11 12 1314 15 16 17 18 19 20 21 22

&

d Ed TR
- O u - @ =

Figura 19. Clonagem do fragmento S700 no plasmidio pGEM-T para seqiienciamento. Os
clones positivos foram analisados por PCR de plasmidio com os iniciadores 5' hanta S34 e 3'
hanta S723-2 descritos na Tabela 5 e por perfil de restricdo com Nco I e Sac 1I (liberagdo do
inserto de 707pb). Os produtos de PCR e de digestdo foram analisados em gel de agarose 0,8%
(m/v). Nos pogos 1 a 9 estd o resultado da PCR de plasmidio e, nos pocos 11 a 22, foi analisada
a digestdo dos plasmidios. Os plasmidios intactos estdo nos pogos impares e os digeridos nos
pocos pares. O controle negativo da reacdo de PCR estd no poco 1 e o marcador 1kb plus
(Invitrogen), no poco 10. Todos os clones apresentaram concordéncia entre a PCR e a digestdo,
0 tnico clone negativo estd nos pogos 4, 15 e 16. O clone nos pocos 2, 11 e 12 apresentou perfil
diferenciado do restante e por isso ndo foi selecionado para o seqiienciamento.

Figura 20. Clonagem do fragmento S712-1069 no plasmidio pGEM-T easy para
seqiienciamento. A digestdo com EcoR I dos clones obtidos na transformagao foi analisada em
gel de agarose 0,8% (m/v). O marcador 1kb plus (Invitrogen) estd nos pogos 1 e 16. Nos pogos
pares estdo os plasmidios intactos e nos impares, os plasmidios digeridos. Exceto pelo clone nos
pocos 10 e 11, todas as amostras analisadas apresentaram perfil de restricdo esperado.
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Seqiiéncia do segmento S

A seqiiéncia obtida com os iniciadores M 13 universal e reverso e amostras de
palsmidios isolados de trés clones bacterianos distintos de cada fragmento do segmento
S foi analisada inicialmente pelo programa BLASTn contra o banco de dados de
nucleotideos do NCBI. Os clones considerados positivos apresentaram alinhamento de
alta qualidade com diversas linhagens de hantavirus, especialmente o Araraquara e o
Maciel. Em seguida, as seqiiéncias obtidas foram manipuladas no programa BioEdit e,
com a andlise dos cromatogramas do seqiienciamento gerados pelo programa phph, a
seqiiéncia consenso de cada fragmento para cada paciente foi estabelecida. As
seqiiéncias do segmento S obtidas para cada paciente encontram-se na Figura 21.

Para o paciente 2, o segmento S completo foi obtido por justaposicdo das
seqiiéncias dos fragmentos amplificados e as mutagdes inseridas pelos iniciadores foram
elucidadas pelas regides de sobreposi¢do de seqiiéncias. O segmento S amplificado e
seqlienciado do paciente 2 do Distrito Federal é composto de 1847 nucleotideos
contendo algumas fases abertas de leitura. A maior fase aberta de leitura é de 1283
nucleotideos (posi¢des 32 a 1315) e codifica uma proteina de 428 residuos de

aminodcidos, a proteina N.
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Figura 21. Seqiiéncias de DNA fita positiva do segmento S dos isolados de hantavirus circulantes
no DF. As seqiiéncias dos hantavirus Andes, Maciel e Araraquara foram usadas para alinhar as
seqiiéncias obtidas de pacientes do DF. Pontos representam identidade de nucleotideos e tracos, auséncia
de informacao de seqiiéncia. Os nimeros de acesso das seqii€ncias utilizadas sdo Araraquara: AF307325,

Maciel: AF482716.1 e Andes: AF482715.1.

A seqiiéncia codificadora para uma potencial proteina nao estrutural (NS;) de 7
a 10kDa foi encontrada nos trés pacientes (Plyusnin et al., 1996a). Essa fase aberta de
leitura é diferente da codificadora da proteina N e tem inicio no nucleotideo 111 e fim
no 299. A seqiiéncia dessa fase de leitura € altamente conservada sendo idéntica para os
pacientes 2 e 8. O paciente 7 apresenta dois nucleotideos diferentes em relacdo aos
outros pacientes € ambos geram modificacdes de aminodcidos na predi¢do da proteina

NSs (Figura 22).
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Figura 22. Fase de leitura aberta codificadora de uma potencial proteina nao estrutural NS;.
Alinhamento da seqii€ncia de DNA codificadora da potencial NSg dos trés pacientes. Situada entre os
nucleotideos 111 e 299 da fita de DNA positiva do segmento S do paciente 2, essa fase de leitura aberta é
diferente da fase codificadora da proteina N apesar de haver sobreposi¢do entre essas seqiiéncias. Os
pontos indicam identidade de seqiiéncia de nucleotideos. A seqiiéncia de aminoacidos da potencial
proteina NSy encontra-se abaixo de cada fase de leitura de cada paciente. Essa regido gendmica apresenta
alta conservagdo de seqiiéncia sendo que as fases de leitura dos pacientes 2 e 8 sdo idénticas. O paciente
7 apresenta duas mutagdes nos nucleotideos 235 e 259 e ambas geram modificagdes ndo conservativas no

aminoacido codificado.

A seqiiéncia ndo codificadora é composta por 531 nucleotideos em sua
extremidade 5' e por 31 nucleotideos na extremidade 3'. As seqiiéncias envolvidas na
formagdo da estrutura de panhadle foram identificadas em ambas as extremidades
segundo o padrdo previamente proposto (Chizhikov ez al., 1995). Entretanto, foi
verificada delecdo de alguns nucleotideos conservados para a constitui¢do do panhandle
na extremidade 3' ndo codificadora. Ainda na extremidade 3', uma mutagdo de U para C
na posicdo 28 foi encontrada. Na extremidade 5' ndo codificadora, foram identificadas
duas mutac¢des nas posi¢oes 1 e 19 em relacdo a outros hantavirus (Figura 23). Ambas
mutacOes aparecem em regides de alta qualidade do cromatograma em todos os clones

analisados.
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Extremidade 3' nao codificadora
10 20
37 AUCAUCAUCUGAGGAACUCUUCGAUGAU SN
1 A.C.CUO........ BAY
1 A.C.CUO........ BCC
1 A.C.UC........ PH
1 A.C.UC........ PUU Sotkamo
1 A.C.UC........ PUU 90-13
R G.U.UC........ SEO 80-39
1 G.U.UC........ HTN 76-118
3’ ...A.C.BU....... c Paciente 2 DF
Extremidade 5' nao codificadora
10 20
5’ UAGUAGUAUGCUCCUUGAAAAGCAAU SN
5" ... o.. A....U.G..... CA.U BAY
5" ..., G....U.G..... CA.U BCC
5" ... o.. A....U.G..... CA.U PH
5" ... G....U.G..... CA.U PUU Sotkamo
5" ..., G....U.G..... CA.U PUU 90-13
5" ...l G....C.A..... AC.A SEO 80-39
5 ..., G....C.A..... AC.A HTN 76-118
5’ G........ G....U.G.G...CA.U Paciente 2 DF

Figura 23. Analise das terminac¢oes nao codificadoras do segmento S do paciente 2 envolvidas na

formacao da estrutura de panhandle. Figura adaptada de Chizhikov e colaboradores (1995). As
seqiiéncias de RNA fita negativa estdo alinhadas de forma a destacar as seqii€ncias terminais de cada
segmento gendmico. A identidade de nucleotideos estd representada por ponto e os nucleotideos
ressaltados em cinza sdo as posi¢des onde foram encontradas mutagdes. Em cinza-claro estdo destacadas
as mutacdes localizadas em posigdes de alta conservagdo e em cinza-escuro estd destacada uma mutacio
localizada em uma posi¢@o de alta variabilidade. Na terminacdo 3' da extremidade 3' houve delecdo de 11
nucleotideos e, na sua terminacdo 5', houve uma mutacao de U para G (posi¢ao 28). Na extremidade 5',
foram encontradas duas mutacdes (posicdes 1 e 19) em relacdo a outros hantavirus. SN: Sin Nombre,
BAY: Bayou, BCC: Black Creek Canal, PH: Prospect Hill, PUU: Puumala, SEO: Seoul, HTN: Hantaan e
DF: Distrito Federal.
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O fragmento S700 (posicao 34 a 723 do segmento S) do paciente 7 apresentou
uma dele¢do de 69 nucleotideos em relacdo aos dois outros pacientes. A posi¢do da
delecio compreendeu os nucleotideos 488 a 557 da seqiiéncia de nucleotideos do
segmento S completo do paciente 2. Essa delecao foi encontrada em seus trés clones
seqilienciados e os cromatogramas de seqii€éncia apresentaram razodvel qualidade nessa
regido. A fase de leitura da proteina N foi modificada pela delecdo de forma que a

seqiiéncia obtida do paciente 7 codificaria uma proteina N truncada (Figura 24).

70 5E0 a0

10 20 30 40 50 &0 70 20
SRR EERR R RN PR PRI PR NP IR IR R PR IR R R
5700 pac 2 MSHLOELQEHITAHEQ(LVYTAR(KLEDAEKAVDYDEDEVHESTL()GRRAAVSTLETKL GELKR)LADLYAA(RLA SEPVD

B 11 T T
BT00 PAC B . e e e e e e

5700 pac 2 PTGIEPDDHLEEKSSLRYGHVLDVHSIDLEEPSGOTADWEAIGAYILCGFATPIILEALYML STRER)TVEDHKGTRIREK
ST00 PAC T i e e . ataiai
SN R N a0 0000 00000000000 ba0000600000000000000a000000000000a0000000000000000000a0

5700 pac 2 DDSSFEEVHGIRKPEHLYISMPTAQSTMEAEEITPGRFRTIACCLFPAQDVRARNIISPYMGEVIGEAFFVEDY
§700 pac 7 ---I.TSLCQLHH . BX-—--—---——mmmmmmmm e
eSS T S A o000 0000 nano0oo 000000000000 00a0000000000000000000000000a0000000

Figura 24. Analise da delecao de 69 nucleotideos na seqiiéncia codificadora da proteina N
do paciente 7. O cromatograma da qualidade do seqiienciamento de nucleotideos da regido na qual estd
presente a delecdo de 69 nucleotideos de um dos clones do paciente 7 estd apresentado na porgdo superior
da figura. A seta preta indica a posi¢do na qual os nucleotideos deletados estdo inseridos na seqiiéncia
dos dois outros pacientes. A numeragdo no cromatograma nao diz respeito a posi¢do da seqiiéncia no
segmento gendmico viral. Os retangulos pretos indicam a fase de leitura da proteina. Na porc¢ao inferior
da figura mostrou-se o alinhamento das seqii€éncias de aminoécidos preditas a partir dos fragmentos S700
amplificados dos trés pacientes. A delecdo de 23 aminodcidos no paciente 7 € iniciada no aminodcido 153
e, como se pode observar, compromete a fase de leitura do restante da proteina abolindo o alinhamento da

seqiiéncia do paciente 7 e gerando um cédon de terminag@o prematuro (indicado por X na seqiiéncia).
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A seqiiéncia da proteina N
A proteina N codificada pelo segmento S do hantavirus circulante no DF é
constituida por 428 aminodcidos e sua seqii€éncia € conservada em relacdo a outros

hantavirus (Figura 25).

10 z0 30 40 50 &0 70 g0
R RN R N RN SR RIS RPN P IR IR IR IRISEPR ISP NSRRI (PR
Maciel MSHLOELQEHITAHE QLY TARQELKDAEKAVDVDFDEVHES TL) GRRAAY S TLETEL GELKRLADLVAL JKLATEFYD
I 8 T R S e G n o aooE o da0 6000080000008 0000000a000a00a0000080000080000600000800 R..S5....
B N O R e s R..S5....
Andes nolioooooooooo0doo0ooOODO00a00000 | haaaaNoa0oons SN0o0O00D000000000000000000000000000
a0 1an 110 1z0 130 140 150 160
R RN R N RN ISR RIS RPN IR IR RIS IR IPISEPN INPIPIN INISRIPN PR
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DF pac 2 NoOOOo000o0nna000Eaa0800000800000008000000 S 00O000000000Ra0a06000000000800000000
Araraguara  .......ooeernninneiaannns 1Y 08B B0000000000 S 00O000000000Ra0a06000000000800000000
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170 180 130 z00 £10 EZ0 E30 240
EE RN R N RS B IR R B IR PP NP IR IR RIS (NI IR
Maciel DDSSFEEVHGIREPEHLYI SMPTA() SYMEAEE] TP GRFRT IVCCLFPAQVEARH I ISPYMGVIGE SFFVEDWMERIE GFL
DF pac 2 ... e e S e D..
Araraguara  .......oocceennnnreananaceaafanean Sndoooon BB Bboo0B000008E
Andes ... e S naoooo [oooos ooopoooo { O ponooocoooooooonn Soaol/aooooon D...E..
ZE0 Z&0 E70 Z80 z30 300 310 320
R RN R N RN SR RIS RPN P IR IR IR IRISEPR ISP NSRRI (PR
Maciel AAECPFLPEPRTAAETFMATHEAYFFHROROVDES(QVPDIVELID)AESESATLF TEIASPHSVHYFACAPDRCPPTALY
DF pac 2 Ao ooaoooo: HPS.A......... |hn ol iooooooo0000 D...H..A...... | 00o0o000o00000000000000
Araraguara
Andes  ........... V.S.A..5... M. .L...... H..K.Q..ID...H..T.......... T
330 340 3E0 360 370 380 390 400
R RN R N RN SR RIS RPN P IR IR IR IRISEPR ISP NSRRI (PR
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DF pac 2 Sad!lernana0Eno0a00800008000 SaaninnoonoEaa0000000000000000a000000680006000000
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Andes N0ODO0000G0oM00000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000
410 4z0
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Figura 25. Seqiiéncia deduzida da proteina do nucleocapsideo codificada pelo segmento S do
hantavirus circulante no DF. As seqiiéncias da proteina N dos hantavirus Araraquara, Maciel e Andes
foram alinhadas com a seqii€éncia de aminodcidos obtida do paciente 2. Os pontos indicam identidade de
aminodcidos e o til (~) indica auséncia de informagdo de seqiiéncia. O motivo MKAE, envolvido na
interac@o da proteina N com SUMO-1 e Ubc-9 e na sua localizag@o perinuclear, estd conservado na posicao

188 da proteina deduzida do paciente 2 e estd destacado por um retdngulo preto.
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O motivo MKAE, envolvido na interagdo da proteina N com SUMO-1 e Ubc9
e na localizacdo perinuclear dessa proteina (Maeda et al., 2003), estd conservado na
posicao 188 da seqiiéncia predita da proteina N dos pacientes 2 e 8 (Figura 25).

Os trés conjuntos de residuos de aminodcidos, constituintes da estrutura
hélice-volta-hélice responsavel pela oligomerizacdo da proteina N, descritos por
Kaukinen e colaboradores (2004) foram identificados por alinhamento com o TULV
(Figura 26). Algumas mutacdes foram encontradas, mas os motivos em geral estdo

conservados.

Andes GIQLDQKIIILYMLS
DF paciente 2 = ..o aa..
Tula 373 ..., R..L.F.TE 387

Andes WGKEAVNHFHLGDDMD
DF paciente 2 = ... ... ...
Tula 388 ..SDI........... 403

Andes PELRQLAQSLIDTKVKEI
DF paciente 2 = ... ... . .0 0.,
Tula 404 ... T....... Q..... 421

Figura 26. Motivos envolvidos na oligomerizacdo da proteina N. Os trés
conjuntos de residuos de aminodcidos constituintes da estrutura de hélice-volta-
hélice na proteina N do virus circulante no DF foram identificados por alinhamento
com a seqiiéncia da proteina N do TULV. Os aminodcidos idénticos estdo
simbolizados por ponto e em cinza estdo destacadas as mutagdes ndo conservativas.

O ndmero de acesso do ANDV é AF482715.1 e do TULV é NC005228.

A seqiiéncia, entre os residuos de aminodcidos 195 a 217, envolvida na
interacdo proteina N e RNA viral foi identificada por alinhamento com o HTNV
(Severson et al., 2005; Xu et al., 2002; Figura 27). Em comparacio ao HTNV, os
residuos E192 e Y217 da proteina N estdo conservados nas seqiiéncias dos pacientes do

DF. Na posi¢do 206, ao invés de tirosina foi encontrado uma fenilalanina. Essa
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modificacdo, além de conservativa, estd presente em vdrios hantavirus (TULV, SNV,
ANDYV). Esses trés residuos (E192, Y206 e S217) foram implicados na interagdo da
proteina N com o RNA viral do HTNV (Severson et al., 2005).

192 217
Andes EITPGRFRTIACGLFPAQVKARNIIS
DF pac 2 = et e
DF pac 8 = .. i i
Hantaan = ...... Y..AI Y I oM
* * *

Figura 27. Seqiiéncia envolvida na interacio da proteina N com o RNA viral. A seqiiéncia da
proteina previamente descrita na sua interacdo com RNA viral foi identificada por alinhamento com
a seqiiéncia da proteina N do HTNV (Numero de acesso: AAG60259.1). Os aminodcidos idénticos
estdo simbolizados por ponto e as tré€s posicdes (E192, Y206 e S217) descritas como cruciais para
essa interacdo estdo destacadas por asteriscos. A seqiiéncia € conservada nos pacientes do DF em

relacdo ao HTNV e todas as mutagdes encontradas podem ser consideradas conservativas.

Seqiiéncia dos fragmentos do segmento M

A andlise do seqiienciamento dos fragmentos denominados Gl e G2 do
segmento M do paciente 2 foi feita de acordo com o descrito nos Materiais e Métodos
(secao Andlise do seqiienciamento). A procura por seqiiéncias similares aos fragmentos
GI1 e G2 no banco de dados do NCBI por meio da ferramenta de BLASTn teve como
resultado diversas linhagens de hantavirus, em especial as sul-americanas.

O fragmento G1 apresentou alinhamento nas posicdes esperadas (1720 a 2019)
descritas por Johnson e colaboradores (1997) em relacdo ao segmento M do ANDV. A
seqiiencia de nucleotideos amplificada nesse fragmento corresponde aos residuos de
aminodcidos 554 a 651 do precursor glicoproteico deduzido a partir da seqiiéncia de
nucleotideos do segmento M. A seqiiéncia de aminodcidos em questdo inclui a regidao
carboxi-terminal da glicoproteina Gl e o dominio hidrofobico III do precursor
glicoproteico descrito para o HTNV (Figura 6; Lober et al., 2001).

O dominio hidrofébico III € dividido em tres regides distintas: N = bésica, H =
hidrofébica e C = polar e essas trés regides constituintes de um potencial peptideo sinal
foram encontradas na seqiiéncia de aminoacidos predita pelo fragmento G1 do paciente

2 (Figura 28). A regido N esta conservada nos hantavirus sul-americanos em relagdo ao
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HTNV embora uma modificagdo ndo conservativa do aminodcido 622 de asparagina
(HTNV) para glicina esteja presente nas linhagens sul-americanas. A regido H ¢é
conservada entre os hantavirus sul-americanos analisados, mas apresenta modificacdes
ndo conservativas em relacdo a seqiiéncia do HTNV. As posi¢des de maior divergéncia
entre 0 HTNV e os sul-americanos na regido H s3o os residuos de aminodcidos 633,
634, 637, 638, 641 e 642. Na regido C, hd conservacdo de seqii€éncia de aminoécidos
entre todas as linhagens de hantavirus analisadas. A posi¢do 644 foi a uUnica que
apresentou uma modificagdo ndo conservativa de serina no HTNV para uma leucina ou
isoleucina nos hantavirus sul-americanos. Em adicio o motivo WAASA, conservado
em diversos hantavirus, apresentou uma mutacdo conservativa na posicdo 649 de
alanina para uma valina no paciente 2 do DF resultando no motivo WAVSA (Figura
28). A qualidade do seqiienciamento dos nucleotideos codificadores da valina na

posicao 649 foi alta em todos os clones seqiienciados.

5&0 570 550 550 £00
T T T T IR Y IR SR S B
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Figura 28. Seqiiéncia de aminoacidos predita a partir do fragmento G1 do segmento M.
Alinhamento da seqiiéncia de residuos de aminodcidos obtida do fragmento G1 sequenciado com
hantavirus sul-americanos (ANDV e ORNV) e o HTNV. A seqiiéncia de aminodcidos obtida (554 a 651)
inclui a por¢do carboxi-terminal da glicoproteina G1 e o dominio hidrofébico III descrito por Lober e
colaboradores (2001) do precursor glicoproteico. As trés regides N (bdsica), H (hidrofébica) e C (polar)
constituintes de um potencial peptideo sinal estdo presentes na seqiiéncia do isolado 2 do DF e sdo
conservadas entre os hantavirus sul-americanos. O motivo WAASA da regido C estd sublinhado e
apresentou uma modificagdo para WAVSA no isolado brasileiro. As setas largas destacam os residuos de
tirosina conservados e constituintes do dominio ITAM de G1. A partir dos residuos de tirosina estdo as

seqiiéncias Yxx(L/I) sublinhadas.
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O motivo ITAM presente na cauda citoplasmdtica da glicoproteina G1 de
hantavirus americanos é formado por duas seqiiéncias Yxx(L/I) em tandem entre os
residuos de aminodcidos 611 e 652. A seqiiéncia de aminodcidos deduzida a partir do
fragmento G1 do paciente 2 apresenta as duas seqii€ncias em tandem constituintes do
motivo ITAM (Figura 28). As seqiiéncias Yxx(L/I) do hantavirus brasileiro sio
conservadas em relacdo as linhagens sul-americanas. O HTNV ndo possui o motivo
ITAM uma vez que apenas uma das seqiiéncias Yxx(L/I) estd presente. A auséncia ou
presenca desse motivo tem sido implicada na diferenca de patogénese de hantavirus
causadores de HFRS e de HCPS. Os residuos de tirosina destacados na Figura 29 por
setas sdo conservados em diversos hantavirus e sdo responsdveis pela ubiquitinacdo da
glicoproteina G1 (Geimonen et al., 2003a).

A seqiiéncia do fragmento G2 apresentou alinhamento nas posi¢des esperadas
(2770 a 3223) em relagdo ao segmento M do ANDV segundo informagdes obtidas sobre
os iniciadores pelo IAL. A seqiiéncia de nucleotideos amplificada nesse fragmento
corresponde aos residuos de aminodcidos 906 a 1056 do precursor glicoproteico
deduzido a partir da seqiiéncia de nucleotideos do segmento M (Figura 29). Como a
clivagem do precursor ocorre apos o motivo WAASA (residuo 652 aproximadamente,
Lober et al., 2001), podemos inferir que o fragmento em questdo corresponde aos

aminodcidos 254 a 404 da glicoproteina G2.
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Figura 29. Seqiiéncia de aminoacidos predita a partir do fragmento G2 do segmento M. Alinhamento da
seqiiéncia de aminodcidos deduzida do fragmento G2 com linhagens virais sul-americanas. A seqiiéncia
obtida corresponde aos residuos de aminodcidos 906 a 1056 da glicoproteina precursora. O sitio de N-

glicosilacdo N928 descrito para o HTNV (Shi & Elliot, 2004) estd presentre nas linhagens sul-americanas na
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posicdo indicada pela seta. Dois epitopos imunodominantes de G2 para homens e roedores descritos para o

ANDV (Tischler et al., 2005a) estao sublinhados.

Na seqiiéncia de aminoacidos deduzida do fragmento G2 do paciente 2, estd
conservado o sitio de N-glicosilacio N930 descrito para o HTNV por Shi & Elliot
(2004). Na seqiiéncia obtida da glicoproteina G2, estdo presentes também dois epitopos
imunogénicos reconhecidos por homens e roedores para o ANDV. Os epitopos estdo
compreendidos entre os residuos de aminodcidos 918 a 930 e 955 a 967 (Tischler et al.,

2005a; Figura 29).

Analise filogenética

A andlise de identidade de nucleotideos realizada conforme o descrito nos
Materiais e Métodos indica que os isolados circulantes no DF possuem maior identidade
entre si do que em relag@o a outras linhagens de hantavirus brasileiras e sul-americanas.
A andlise de identidade da seqiiéncia do fragmento S700 dos trés pacientes mostrou que
os pacientes 2 e 8 sdo idénticos (identidade igual a 1,0) e ambos apresentaram
identidade igual a 0,993 em relacdo ao paciente 7. A seqiiéncia de aminoacidos
deduzida a partir dos fragmentos S700 dos trés pacientes apresenta, além da delecdo de
23 aminodcidos no paciente 7, apenas uma modificacdo de isoleucina para uma valina
na posicao 134 do paciente 7 em relacdo aos dois outros isolados do DF.

A identidade de nucleotideos entre o paciente 2 do DF e os sul-americanos
estd detalhada na Tabela 6. Os valores de identidade obtidos para o fragmento S700 do
paciente 2 em relacdo aos hantavirus sul-americanos foram iguais para a mesma anélise
com os outros dois pacientes. Considerando as seqii€éncias disponiveis para as variantes
brasileiras, o hantavirus mais relacionado é o Araraquara. Em adicao, as seqii€éncias de
aminoacidos deduzidas a partir dos fragmentos S700 dos isolados 2 € 8 e da linhagem
Araraquara apresentam apenas uma diferenca de residuo de aminoécido na posicao 106
(prolina no Araraquara e serina no DF). O paciente 7, além dessa divergéncia na posi¢ao
106, também apresenta em relagdo ao Araraquara a dele¢do de 23 aminodcidos e a
diferenga de aminoacido na posic¢ao 134, que o distingiie dos outros isolados do DF.

Em geral, os valores de identidade obtidos entre o isolado 2 e os hantavirus
sul-americanos foram menores para o segmento S do que para o fragmento S700. Essa
diminui¢do de identidade € explicada pelo acréscimo de dados de seqiiéncias ndo

codificadoras, geralmente menos conservadas em relagdo a seqiiéncias codificadoras.
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Na andlise do segmento S completo, o virus Maciel é o mais proximo. Em
contrapartida, para os fragmentos de M analisados o virus Maciel foi o de menor
identidade. Os valores de identidade apresentados na Tabela 6 para o segmento M sdo

correspondentes aos dois fragmentos G1 e G2 concatenados.

Tabela 6. Identidade de nucleotideos de hantavirus sul-americanos em relacio ao isolado 2 do DF.

Hantavirus S700 Segmento S Fragmentos do

segmento M

Araraquara 0,930 - 0,935
Maciel 0,849 0,805 0,799
Oran 0,839 0,757 -
Andes 0,839 0,765 0,827
Castelo dos Sonhos 0,827 - 0,814
Lechiguanas 0,823 0,744 0,808
Pergamino 0,839 0,777 0,817
Araucaria 0,823 0,752 -

A andlise de Maximum likelihood obtida por meio do programa BioEdit/
PHYLIP package para a seqiiéncia de nucleotideos que codifica a por¢do amino-
terminal da proteina N indica que as linhagens Araraquara e Maciel sdo as mais
relacionadas aos isolados do Distrito Federal. Os isolados do DF constituiram um ramo
monofilético na darvore obtida, sugerindo que os isolados analisados refletem a
existéncia de um hantavirus circulante no DF e descartando a possibilidade de eventos
aleatdrios na introducdo de virus na regido. Os valores de bootstrap calculados pelo
método neighbor joining garantem a confiabilidade das relacdes filogenéticas
estabelecidas pelo método Maximum likelihood (Figura 30).

Para a seqiiéncia completa do segmento S, a variante Maciel foi a mais
proxima ao hantavirus circulante no DF embora o hantavirus Araraquara ndo tenha
entrado na andlise por falta de disponibilidade de seqiiéncia (Figura 31). Os valores de
bootstrap obtidos para o segmento S garantem a associa¢do do hantavirus circulante no
DF ao clado argentino/chileno no contexto filogenético sul-americano.

As andlises das seqiiéncias do segmento M confirmaram os dados obtidos para

o segmento S, sendo a variante Araraquara a mais relacionada aos isolados deste
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trabalho (Figuras 32 e 33). Apenas para a seqiiéncia do segmento M codificadora de G2

(Figura 33), a variante Maciel ndo foi a segunda mais préxima.

DFpac2
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DFpac8

Maciel

Araraquara
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0.1

Figura 30. Analise filogenética dos trés isolados do DF. A seqiiéncia de nucleotideos dos
pacientes 2, 7 e 8 correspondente ao fragmento S700 foi utilizada em andlise de Maximum
Likelihood com outras linhagens de hantavirus sul-americanos. Apds alinhamento das
seqiiéncias de todos os hantavirus analisados, foram descartadas todas as posicdes nas quais
havia falha no alinhamento em alguma das linhagens ou falta de informacdo de seqiiéncia. O
SNV foi definido como grupo externo. Os valores de bootstrap foram calculados pelo método
neighbor joining com fator de correcio F84 e 1000 réplicas. Os nimeros de acesso das
seqiiéncias utilizadas sdo Araraquara: AF307325, Maciel: AF482716, Oran: AF482715, Castelo
dos Sonhos: AF307324, Andes: AF324902, Araucdria: AY740633, Pergamino: AF482717,
Lechiguanas: AF482714, Sin Nombre: NC_005216.
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Figura 31. Analise filogenética do segmento S. A seqiiéncia de nucleotideos do segmento S do
paciente 2 foi utilizada em andlise de Maximum Likelihood com outras linhagens de hantavirus
sul-americanos. Apds alinhamento das seqiiéncias de todos os hantavirus analisados, foram
descartadas todas as posi¢des nas quais havia falha no alinhamento em alguma das linhagens ou
falta de informacdo de seqiiéncia. O SNV foi definido como grupo externo. Os valores de
bootstrap foram calculados pelo método neighbor joining com fator de corre¢cdo F84 e 1000
réplicas. Os nudmeros de acesso das seqiiéncias utilizadas s3o Maciel: AF482716, Oran:
AF482715, Andes: AF324902, Laguna Negra: AF005727, Araucdria: AY740633, Pergamino:
AF482717 e Sin Nombre: NC_005216.
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Figura 32. Analise filogenética do fragmento G1 do segmento M. A seqiiéncia de
nucleotideos do frag,mento G1 do segmento M do paciente 2 foi utilizada em andlise de
Maximum Likelihood com outras linhagens de hantavirus sul-americanos. Apés alinhamento das
seqiiéncias de todos os hantavirus analisados, foram descartadas todas as posi¢des nas quais
havia falha no alinhamento em alguma das linhagens ou falta de informacdo de seqiiéncia. O
SNV foi definido como grupo externo. Os valores de bootstrap foram calculados pelo método
neighbor joining com fator de correcio F84 e 1000 réplicas. Os nimeros de acesso das
seqiiéncias utilizadas sfo Araraquara: AF307327, Castelo dos Sonhos: AF307326, Maciel:
AF028027, Oran: AF028024, Andes: NC_003467, Laguna Negra: AF005728 e Sin Nombre:
NC_005215.
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Figura 33. Analise filogenética do fragmento G2 do segmento M. A seqiiéncia de
nucleotideos do fragmento G2 do segmento M do paciente 2 foi utilizada em andlise de
Maximum Likelihood com outras linhagens de hantavirus sul-americanos. Ap6s alinhamento das
seqiiéncias de todos os hantavirus analisados, foram descartadas todas as posicdes nas quais
havia falha no alinhamento em alguma das linhagens ou falta de informac@o de seqiiéncia. O
SNV foi definido como grupo externo. Os valores de bootstrap foram calculados pelo método
neighbor joining com fator de correcio F84 e 1000 réplicas. Os ndmeros de acesso das
seqliéncias utilizadas sdo Araraquara: AF307327, Castelo dos Sonhos: AF307326, Maciel:
AF028027, Oran: AF028024, Andes: NC_003467, Laguna Negra: AF005728 e Sin Nombre:
NC_005215.
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Discussao

Neste trabalho foram desenhados iniciadores inéditos para a amplificacdo do
segmento S de hantavirus brasileiros e sua eficicia foi comprovada em isolados
circulantes no DF. A estratégia utilizada permitiu a amplificacdo desse segmento por
completo a partir de quatro produtos de 2* reacdo de PCR. Em adi¢do, apenas na jungao
dos fragmentos S880-1225 e S1225-61 circular ndo houve sobreposicao de seqiiéncia e,
assim, possiveis mutagdes inseridas pelos iniciadores ndo puderam ser detectadas. A
escolha do método de ligacdo das extremidades para seqiienciamento de mRNAs
(Mandl et al., 1991) foi crucial para a garantia de que a seqiiéncia das terminagdes
envolvidas ndo seria originada do iniciador.

O segmento S amplificado da linhagem circulante no DF apresenta tamanho
similar ao esperado para hantavirus, assim como o tamanho da seqiiéncia codificadora
da proteina N e das seqiiéncias ndo codificadoras (Plyusnin et al., 1996a). A seqiiéncia
do segmento S apresentou razoavel similaridade com outros hantavirus, principalmente
os sul-americanos.

A terminacdo 5' ndo codificadora envolvida na estrutura de panhandle
encontrada nesses isolados é conservada em relacdo a outros hantavirus (Figura 23)
exceto por duas mutacdes em posicOes de alta conservacdo. Apesar de localizadas em
posicoes conservadas, as mutagdes nas posi¢coes 1 (U para G) e 19 (A para G) podem
ainda assim permitir a formacdo da estrututa de panhandle. De forma semelhante, a
mutacio encontrada na terminacdo 3' na posicdo 28 da estrutura de panhandle pode nao
eliminar essa conformagdo secunddria, mas sim representar uma caracteristica da
variabilidade das variantes circulantes nessa regido. A potencial estrutura de panhandle

codificada pelo segmento S do paciente do DF foi predita na Figura 34.
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Figura 34. Predicao da estrutura de panhandle do segmento S do
isolado circulante no DF. As extremidades 3' e 5' do segmento
gendmico S do paciente 2 foram alinhadas de forma a evidenciar a
provavel estrutura de panhandle. Em negrito estdo destacadas as
sequiéncias terminais especificas do gé€nero. As linhas verticais

indicam complementariedade de seqiiéncia.

As delegdes encontradas na extremidade 3' ndo codificadora ja haviam sido
descritas na literatura (Kukkonen et al., 1998) e uma possivel explicacdo reside no
mecanismo de replicacdo de prime and realign empregado por hantavirus (Garcin et al.,
1995). Em seu trabalho com o TULV, Kukkonen e colaboradores (1998) mostraram a
heterogeneidade de seqiiéncias encontrada em terminagdes 3' principalmente dos
segmentos S e L incluindo delecdes e adicdes. As dele¢des obtidas na extremidade 3'
pode ser também um reflexo do nimero reduzido de isolados utilizados no presente
trabalho e da natureza heterogénea inerente aos virus de RNA. Se a hipotese de
heterogeneidade da extremidade 3' do segmentos gendmicos oriunda do mecanismo de
replicagdo por prime and realign estiver correta, a amplifica¢do e o seqiienciamento de
outros isolados de hantavirus do DF apresentard seqiiéncias com extremidades
completas, com adi¢Oes e delegdes.

Um argumento que poderia ser sugerido para explicar as delecdes presentes na
extremidade 3' seria o de degradacdo do RNA gendmico viral por exonucleases.
Entretanto, como a extremidade 5' do segmento S encontra-se completa, a hipotese de
degradacao do genoma parece improvdvel. Em adi¢do, no mesmo trabalho citado acima,
Kukkonen e colaboradores (1998) encontraram baixas taxas de heterogeneidade no
segmento M e alta heterogeneidade nos segmentos S e L. Essa diferenca de
heterogeneidade encontrada entre os segmentos gendmicos do TULV dificilmente seria
originada de degradacdo por RNases na célula hospedeira ou pelo processo de
manipulagdo do RNA viral.

A detec¢do da heterogeneidade nas extremidades 3' estd estritamente ligada ao

método empregado para amplificar as seqiiéncias ndo codificadoras. O protocolo de
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Ligacdo de RNA para seqiienciamento das terminacdes de mRNAs (Mandl et al., 1991)
gera informagdes das seqiiéncias terminais livres de deducdes oriundas de iniciadores
ou de deteminacgdes de seqiiéncias consenso para varios clones. Indicios como delecdes
na extremidade 5' de mRNA viral e do segmento gendmico S do HTNV (Garcin et al.,
1995) e da linhagem sul-americana Maciel (Bohlman et al., 2002) sustentam a
existéncia de heterogeneidade nas extremidades dos segmentos gendmicos de
hantavirus e enfraquecem a possibilidade de erros metodol6gicos.

A fonte de RNA viral foi o soro de pacientes de HCPS e, assim, os segmentos
genOmicos que serviram como molde para as reacdes de amplificacdo provavelmente
estavam contidos em particulas virais. Segundo Mir & Panganiban (2004), no SNV a
interacdo trimero de proteina N e RNA gendmico ocorre pela estrutura de panhandle e
essa interacdo atuaria no processo de encapsidacdo do genoma viral. Assim sendo,
podemos sugerir que a molécula do segmento gendomico S do paciente do DF, mesmo
contendo delegdes na extremidade 3', foi capaz de gerar uma estrutura de panhandle.
Outra explicacdo seria o papel de outros elementos no segmento S na interagdo com a
proteina N e no processo de encapsidacdo para o hantavirus circulante no DF.

A seqiiéncia codificadora do segmento S amplificado codifica uma proteina N
de tamanho similar (428 residuos) ao encontrado no género Hantavirus (Plyusnin et al.,
1996a) e a seqiiéncia de aminodcidos dessa proteina é conservada em relagdo a outros
hantavirus. O motivo MKAE, envolvido na interacdo da proteina N com as proteinas
SUMO-1 e Ubc-9 (Maeda et al., 2003), foi encontrado na proteina codificada pelo
segmento S do hantavirus do DF. Em adi¢@o, esse motivo sugere que essa proteina pode
estar localizada na regido perinuclear durante o ciclo de replicagdo viral.

Motivos essenciais (hélice-volta-hélice) para oligomerizacao (Kaukinen et al.,
2004) foram identificados na proteina N de hantavirus do DF e, apesar da presenca de
algumas variacdes na seqii€ncia, esses motivos podem ser considerados conservados. A
oligomerizacdo da proteina N € um processo crucial para a montagem do
nucleocapsideo viral e a conservacdo de motivos envolvidos na interacdo proteina N-
proteina N, a despeito de variacdes interespecificas (Yoshimatsu et al., 2003), é
essencial para o ciclo de replicagdo dos hantavirus.

De forma semelhante, a seqiiéncia descrita por Severson e colaboradores
(2005) e por Xu e colaboradores (2002) da proteina N responsdvel pela ligagdo ao RNA
viral foi identificada na proteina deduzida dos trés pacientes do DF. O motivo em geral

€ conservado em relacdo ao HTNV contendo apenas modificacoes de aminoécidos
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conservativas. Dos trés residuos de maior importancia para essa interacido (E192, Y206
e S217; Severson et al., 2005) dois estdo conservados (E192 e S217) e um (Y206)
apresentou uma modifica¢do conservativa.

A seqiiéncia predita da proteina N, a partir do fragmento S700, do paciente 7
apresentou uma delecdo de 23 aminodcidos (auséncia de 69 nucleotideos no fragmento
amplificado). A andlise da qualidade das reacdes de seqiienciamento sugere que essa
delecdo pode ser caracteristica do isolado, mas como hd modificacdo da fase de leitura
do restante da proteina a delecdo pode ser oriunda de erros nas reagdes de
polimerizacdo. Como a seqii€ncia obtida do paciente 7 geraria uma proteina N truncada
e com seus dominios de oligomerizacdo e ligacdo ao RNA comprometidos, a
possibilidade de erro na amplificacdo € provavel.

Uma fase aberta de leitura para uma potencial proteina ndo estrutural (NSg) foi
encontrada nas seqiiéncias de nucleotideos amplificadas dos trés pacientes. Assim como
o descrito para o SNV, PUUV e TULYV; a freqiiéncia de mutacdes nessa fase de leitura é
baixa nos isolados do DF sugerindo a possibilidade de que ela seja funcional nesse
hantavirus (Spiropoulou ef al., 1994; Bowen et al., 1995; Plyusnin et al., 1994).

As seqiiéncias dos fragmentos G1 e G2 obtidas apresentaram localizacdo
esperada dentro do segmento gendémico M e similaridade a outros hantavirus. Na
seqiiéncia de aminodcidos deduzida a partir do fragmento G1 estdo inclusos a por¢cao
carboxi-teminal da glicoproteina G1 e o dominio hidrofébico III, costituido por suas trés
regides N = basica, H =hidrofébica e C = polar (Lober et al., 2001). Em relacdo ao
HTNV, as trés regides do potencial peptideo sinal apresentaram vérias modificacdes ndo
conservativas, principalmente a regido H. Entretanto, o dominio hidrofébico III &
conservado entre as linhagens sul-americanas analisadas, indicando a manutencdo da
funcdo de peptideo sinal ainda que a seqiiéncia primdria seja diferente.

O motivo ITAM, caracteristico da cauda citoplasmaética da glicoproteina G1 de
hantavirus americanos, estd presente na seqiiéncia predita do fragmento G1 do isolado
do DF. A presenca desse motivo sugere que o hantavirus circulante na regido Centro-
Oeste também seja capaz de modular o sistema imune assim como talvez ocorra com os
outros hantavirus causadores de HCPS. Os dois residuos de tirosina, constituintes desse
motivo, estdo envolvidos na ubiquitinacdo dessa glicoproteina resultando na sua
degradacdo via proteassoma.

A seqiiéncia de aminodcidos deduzida a partir do fragmento G2 do segmento

M do paciente do DF apresentou alta conservacdo em relacdo a outros hantavirus sul-
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americanos. O sitio de N-glicosilagdo descrito por Shi & Elliot (2004) foi encontrado na
posicdo 928 e dois epitopos imunogénicos do ANDV estdo conservados da seqiiéncia
do DF.

As andlises filogenéticas e de identidade indicaram que o hantavirus presente
no DF pertence ao clado de hantavirus argentino/chileno. Ainda de acordo ao descrito
por Bohlman e colaboradores (2002), nossos dados sugerem que o virus do DF e o
Araraquara sdo mais relacionados ao virus Maciel. Entretanto, a andlise de Maximum
Likelihood do fragmento G2 do segmento M e de identidade dos fragmentos desse
segmento apontam outros hantavirus do clado argentino/chileno como os mais
relacionados ao hantavirus do DF. Essa disparidade poderia ser explicada por um evento
de recombinacdo de segmentos gendmicos embora uma caracterizacdo genética mais
completa do segmento M seja necessdria para confirmar esses dados.

A variante brasileira Araraquara foi a mais proxima ao hantavirus presente no
DF em todas as anélises filogenéticas e de identidade realizadas com os fragmentos dos
segmentos S e M disponiveis em banco de dados. Uma vez que os dois hantavirus sao
encontrados nos roedores da espécie Bolomys lasiurus e apresentam alta similaridade,
pode-se sugerir que o hantavirus causador de HCPS circulante no DF € um isolado da
linhagem Araraquara. Entretanto, as seqiiéncias de Araraquara disponiveis atualmente
sao restritas (um fragmento de 673pb do segmento S e dois fragmentos de 1,2kb e 1,8kb
sobrepostos do segmento M) o que pode induzir erros na filogenia. Uma caracterizagao

genética mais ampla € essencial para a devida classificacdo das linhagens brasileiras.
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Conclusoes e Perspectivas

A caracterizacdo genética de isolados virais de pacientes do DF indica que
essa linhagem de hantavirus € pertencente ao clado argentino/chileno e tem, como
hantavirus mais relacionado desse clado, a variante Maciel. O hantavirus circulante no
DF provavelmente é um genétipo da variante brasileira Araraquara uma vez que a
identidade de nucleotideos do segmento S entre esses hantavirus € alta e ambos estdo
associados ao roedor B. lasiurus.

A amplificacdo dos fragmentos G1 e G2 e do segmento S completo dos
isolados 7 e 8 contribuird para a classificagdo do hantavirus circulante no DF e, assim,
essa € a perspectiva imediata deste projeto. Em adi¢do, a determinacao das seqii€ncias
das extremidades ndo codificadoras do segmento S desses outros isolados pode elucidar
a questdo das delecdes presentes na extremidade 3' do paciente 2.

As seqiiéncias obtidas do segmento M podem facilitar o desenho de
iniciadores e favorecer a amplificacdo desse segmento. A amplificagdo do segmento M
completo, além de contribuir para a insercdo do hantavirus do DF no contexto
filogenético e taxonOmico, possibilitard experimentos de expressdo heteréloga das
glicoproteinas codificadas por esse hantavirus.

A seqiiéncia do segmento S do hantavirus do DF pode e estd sendo utilizada
para expressdo heterdloga da proteina N ou de fragmentos dela. A expressdo de
produtos protéicos recombinantes da proteina N possui diversos fins desde a
caracterizacdo de etapas do ciclo de replicacdo viral desse hantavirus até a sua aplicacao

em diagnoéstico ou terapia.
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Anexo 1

Todos os iniciadores desenhados, adaptados e utilizados neste projeto para
amplificacdo de fragmentos dos segmentos gendmicos S € M estdo descritos nessa
secdo (Tabelas 1 e 4). As reacOes de transcricdo reversa, PCR e RT-PCR de passo tnico
foram realizadas segundo o descrito nos Materiais e Métodos. As reagdes testadas e suas
diferentes combinagdes de iniciadores e temperaturas estdo detalhadas nas Tabelas 2 e 3

(segmento S) e 5 e 6 (segmento M).

Tabela 1. Iniciadores desenhados e usados neste trabalho para o segmento S.

Iniciador Seqiiéncia (5'-3") Posicao Td (°C)
Hanta RT-PCR ATCATCATCTGAGGAACT 1 47,0
5' hanta S27 CGGATCCAAAGCTGGAATGAGC 27 58,5
5' hanta S34 AAAGCTGGAATGAGC 34 45,7
5'hantaS34 L. AAAGCTGGAATGAGCACC 34 53,0
3' hanta S61 CGGTGATGTTTTCCTGTAAT 61 50,4
3' hanta S71 GTTCGTGTGCGGTGATGT 71 55,9
3' hanta S79 GAGTTGTTGTTCGTGTGC 79 51,9
5' hanta S79 GCACACGAACAACAGCTC 79 54,5
3' hanta S85 AGTCACGAGTTGTTGTTC 85 49,8

SAHN-C CAAAACCAGTTGATCCAACAGGG 213 55

(Moreli et al.,
2004)
SAHN-S GATGAATCATCCTTGAACCTTAT 454 55
(Moreli et al.,
2004)
5' hanta S712 TGGCTTTGCTTTCTTTGTAA 712 50,5
5' hanta S723 CTTTGTAAAGGATTGGAT 723 439
3' hanta S723-1 CCTCGAGGCAATCCTTTACAAAG 723 55,9
cloning
3' hanta S723-2 ATCCAATCCTTTACAAAG 723 439
5' hanta S880 ATAGTIGAICTIATTGACCA 880 52,4
5' hanta S934 ATTGCAACCCCYCATTCAG 934 54,3
3' hanta S1069 GTTCCIACAGACTTTGATGC 1069 53,6
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5' hanta S1191
5' hanta S1202
3' hanta S1202
3' hanta S1223
3' hanta S1225
5' hanta S1225
3' hanta STAA
Sal 1

3' hanta SGAA
3' hanta SGAA
Not 1

3' hanta SGAA
Not 1 fator Xa
3' hanta 1
round N inteira

5' hanta S1836

TATGTTITCITGGGGIAA
GGGGIAAGGAIGCIGTGA
TTCACAGCCTCCTTICCCC
ATCATCACCAAGATGGAAGT
ATCATCACCAAGATGGAA
TTCCATCTTGGTGATGAT
AAGTCGACTTTACAGCTTTAGAGGCTCC

TTTCCAGCTTTAGAGGCTCC
ACGCGGCCGCTTTCCAGCTTTAGAGGCT
CC
TAGCGGCCGCCCTTCCCTCGATTTTCCAG
CTTTAGAGGCTCC
ACAGTAAACCCGTAATTAGTG

GATTTTTCTTGATTGCTT

I=inosina e Y = pirimidina.

1191
1202
1202
1223
1225
1225
1320

1320
1320

1320

1470

1836

52,3
61,4
60,0
51,2
479
479
59,8

54,5
69,9

71,7

49,9

43,0
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Tabela 2. Reacoes de RT-PCR de passo uinico e 2° reaciio de PCR direcionadas para a seqiiéncia do

segmento S.

RT-PCR de passo Tm (°C) 2" reacao de PCR Tm (°C) Amplificacao

dnico
5" hanta S34 43 Sim
3' hanta S723-2
5'hanta S712 50 Sim
5" hanta S34 50 3" hanta S1069
3" hanta S1225 5" hanta S880 47 Sim
3' hanta S1225
5" hanta S34 50 Nao
3' hanta S1225
SAHN-C 50 Sim
SAHN-S
5" hanta S34 43 Sim
5" hanta S34 longo 50 3' hanta S723-2
3' hanta S1223 5" hanta S34 longo 50 Nao
3' hanta S1223
SAHN-C 50 Sim
SAHN-S
5" hanta S34 43 Nao
5" hanta S79 50 3' hanta S723-2
3' hanta S1223 5" hanta S79 50 Nao
3' hanta S1223
SAHN-C 50 Sim
SAHN-S
5" hanta S27 50 5" hanta S27 50 Nao
3' hanta S723-1 3' hanta S723-1
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Continuacao Tabela 2.

RT-PCR de passo

unico

5' hanta S34
3'hanta 1 round N

inteira

5' hanta S34
3' hanta SGAA

Tm (°C)

45

45

2% reacao de PCR

5" hanta S34
3' hanta SGAA
5" hanta S34
3" hanta SGAA Not 1
5" hanta S34
3" hanta SGAA Not 1
fator Xa
5" hanta S34
3'hanta STAA Sal 1
5" hanta S34
3' hanta SGAA
5" hanta S34
3" hanta SGAA Not 1
5" hanta S34
3" hanta SGAA Not 1
fator Xa

Tm (°C)

45

45

45

45

45

45

Nao

Nao

Nao

Nao

Amplificacao

92



Tabela 3. Amplificacdo de fragmentos do segmento S por meio de RT e duas reacoes de PCR.

Transcricao

reversa

5' hanta S34

5' hanta S712!

Tm
°O)

45

50

1* reacao de
PCR

5'hanta S34

3'"hanta 1 round N

inteira

5'hanta S34
3"hanta SGAA

5" hanta S723
3'hanta S71

5'hanta S723
3' hanta S85

5"hanta S712
3' hanta S61

Tm

(°C)

45

45

43

43

50

2% reacao de
PCR
5" hanta S34

3'hanta 1 round N

inteira
5" hanta S34
3' hanta SGAA
5" hanta S34
3' hanta S723-2
5" hanta S34
3'hanta SGAA
5" hanta S34
3' hanta S723-2
5" hanta S934
3" hanta S1202
5' hanta S880
3' hanta S1069
5' hanta S934
3' hanta S1202
5'hanta S1191
3" hanta S79
5" hanta S1202
3' hanta S79
5"hanta S1225
3' hanta S79
5'hanta S1836
3" hanta S79
5'hanta S1191
3' hanta S61
5"hanta S1202
3' hanta S61
5" hanta S1225
3' hanta S61
5" hanta S880
3' hanta S1069
5" hanta S934
3' hanta S1202
5" hanta S1225
3' hanta S61

Tm

(°C)

45

45

43

45

43

54

52

54

51

51

47

43

50

50

47

52

54

47

Amplificacao

Sim
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Continuacao Tabela 3.

Transcricao Tm 1% reacao de Tm

reversa (&) PCR O
5'hanta S723 43
3" hanta S71
5' hanta S723' 43
5' hanta S723 43
3" hanta S85

2" reacao de
PCR
5' hanta S880
3" hanta S1069
5" hanta S934
3" hanta S1202
5" hanta S880
3' hanta S1069
5' hanta S934
3' hanta S1202
5'hanta S1191
3' hanta S79
5'hanta S1202
3' hanta S79
5'hanta S1225
3" hanta S79
5'hanta S1836
3'hanta S79
5'hanta S1191
3' hanta S61
5'hanta S1202
3' hanta S61
5" hanta S1225
3" hanta S61

Tm
O

52

54

52

54

51

51

47

43

50

50

47

Amplificacao

Nao

Nao

Nao

Nao

Nao

Nao

Nao

Nao

Nao

1- O RNA molde para essa reacdo foi previamente submetido ao processo de ligacdo das extremidades de

RNA (Mandl et al., 1991).

2- O fragmento amplificado (189pb) do paciente 2 foi clonado em pGEM-T easy e seqiienciado. A seqiiéncia

obtida era de hantavirus e contribuiu para a confirmagio da seqii€ncia obtida pelos outros fragmentos (S712-

1069 e S880-1225) descritos nos resultados (Tabela 5).
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Tabela 4. Iniciadores desenhados e usados neste trabalho para o segmento M.

Iniciador Seqiiéncia (5'-3") Posicao Td (°C)

5' hanta M1 TAGTAGTAGACTCCGCAA 1 48,8
5' hanta M10 ACTCCGCAAGAAGAAGCA 10 54,2
Var 5 M60 peq GATGGAAGGGTGGTATYTG 60 51,3
adaptado (Deyde et al.,
2005)
Var 5' G1 60 peq GAGATGGAAGGGTGGT 60 50,6
adaptado (Deyde et al.,
2005)
Var 53' Gl 60 gra GAGATGGAAGGGTGGTATTTGITTG 60 57,5
adaptado (Deyde et al.,
2005)
SM1687C adaptado ACAATGGGCTCAATGGTITGTGA 1687 59,1
(Johnson et al., 1997)
SM1723C adaptado GAITGTGAIACAGCAAAAGA 1723 51,9
(Johnson et al., 1997)

TCCATGAAAAGTAGATGTT 1935 45,8
Var 5' G2 1935 peq
adaptado (Deyde et al.,
2005)
Var 5' G2 1935 gra AAAAGTAGATGTTATGTIGG 1935 47,0
adaptado (Deyde et al.,
2005)
5' hanta M G2 1943 ATGTWGGMYTAGTATGGTGCCT 1943 62,0
Var 3' G1 2040 gra (1 ACTCCATGIGCAGTATCTGACCA 2040 59,6
round) adaptado (Deyde
et al., 2005)
ASM2016R  adaptado TCAGCACTIACIGCCCA 2016 58,9
(Johnson et al., 1997)
3' hanta M G1 2222 ATGTCGCATCCATCCAAT 2222 52,0
SM2255R adaptado TTIAGCACIGCATCCATCCA 2255 58,9
(Johnson et al., 1997)
M2708F Instituto Adolfo Lutz 2708 -
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Continuacao Tabela 4.

Iniciador Seqiiéncia (5'-3") Posicao Td (°C)
5' hanta M G2 2758 ACMCCAGTTTGTGAATATCAAG 2758 60,0
M2779F Instituto Adolfo Lutz 2779 -
M3221R Instituto Adolfo Lutz 3221 -
M3344R Instituto Adolfo Lutz 3344 -
3' hanta M3374 GCACTACAACAACAATCC 3374 48,7
Var 3' G2/M3460 peq TTAAACAGTTTTCTTATGGCC 3460 48,8
adaptado (Deyde et al.,
2005)
Var 3' M3460 gra GCTTAAACAGTTTTCTTG 3460 43,9
adaptado (Deyde et al.,
2005)
3' hanta M G2 3593 TGAGTAAAGTATTTGTTTTTTTTA 3593 56,0
3' hanta M G2 3635 GGAACAAAAKCCTCGGTAAG 3635 58,0
3' hanta M3645 GCTCCGCAGGAACAAAAG 3645 54,4

I=inosina, Y = pirimidina, M=AouC,W=AouT,K=GouT.
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Tabela 5. Reacoes de RT-PCR de passo tinico e 2° reaciio de PCR direcionadas para a seqiiéncia

codificadora do segmento M.

RT-PCR de passo Tm (°C)

inico
5'hanta M1 43,48 ¢
3" hanta M3374 50
5'hanta M10 43,48 ¢
3" hanta M3645 50
M2708F 37e43
M3344R
SM1687C 58
SM2255R
Var 5' M60 peq 48

Var 3' G2/M3460
peq

1. Nenhuma obteve amplificagdo. Um fragmento de aproximadamente 2kb foi amplificado, mas
apos cloangem em pGEM-T e sequenciamento verificou-se a origem humana do fragmento.
2.  Também foram testadas por gradiente de PCR as temperaturas de anelamento (°C): 43; 43,8;

44.9;46,2; 47;8, 49.4; 51,1; 52,6; 53,9; 54,9 e 55,5. Nenhuma obteve amplificacdo.

2% reacao de PCR

5" hanta M 10
3'hanta M G1 2222
5'hanta M G2 1943
3'hanta M G2 3593
5'hanta M G2 2758
3' hanta M G2 3635

M2779F
M3221R

5" hanta M10
3'hanta M G1 2222
5'hanta M G2 1943
3" hanta M G2 3593
5'hanta M G2 2758
3' hanta M G2 3635

M2779F
M3221R
M2779F
M3221R
SM1723C
ASM2016R
Var 5' M60 peq
Var 3' G1 2040 gra
Var 5' G1 60 peq
Var 3' G1 2040 gra

Tm (°C)

43,48

50

50

50e43

43

48 e 50

50°

502

43

37e43

51

51

57

Nao

Nao

Nao

Sim

Sim

Nao

Niao

Amplificacao
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Tabela 6. Reacdes de amplificacio de fragmentos do segmento M por meio de transcri¢cao reversa

seguida de duas reacoes de PCR.

Transcricao Tm 17 reacao de Tm
reversa (&) PCR O
5" hanta M1 48

3" hanta M3374

5' hanta M1 50
5'hanta M10 48
3' hanta M3645

2% reacao de

PCR

5' hanta M10

3' hanta M
G1 2222

5' hanta M10

3' hanta M
GI1 2222
5'hanta M
G2 2758
3' hanta M
G2 3635
5'hanta M
G2 1943
3' hanta M
G2 3593

Tm
O
48

48

52

52

Amplificacao

Nao
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Lista de Abreviaturas

ANDV: virus Andes

BAYV: virus Bayou

BCCV: virus Black Creek Canal

CADV: virus Cano Delgadito

DF: Distrito Federal

DOBV: virus Dobrava

EDTA: Diaminoethanetetraacetic acid

ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay

ELMCV: virus El Moro Canyon

G1: glicoproteina G1

G2: glicoproteina G2

HCPS: hantavirus cardiopulmonary syndrome ou sindrome cardiopulmonar
associada a hantavirus

HFRS: hemorrhagic fever with renal syndrome ou febre hemorrdgica com sindrome
renal

HTNV: virus Hantaan

IAL: Instituto Adolfo Lutz

ICTVdB: International Comittee on Taxonomy of Viruses databases

IFA: immunofluorescence antibody assay

IgG: imunoglobulina G

IgM: Imunoglobulina M

IPTG: isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside

ISLAV: virus Isla Vista

ITAM: immunoreceptor tyrosine activation motif

KBRV: virus Khabarovsk

KHF: korean hemorrhagic fever ou febre hemorrdgica coreana

LANV: virus Laguna Negra

MAC-ELISA: IgM antibody capture enzyme-linked immunosorbent assay
mRNA: RNA mensageiro

MULV: virus Muleshoe

NCBI: National Center for Biotechnology Information
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NE: nephropathia epidémica ou nefropatia epidémica
NSs: ndo estrutural

NYV: virus New York

PCR: polymerase chain reaction

PHV: virus Prospect Hill

PUUV: virus Puumala

Proteina N: proteina do nucleocapsideo

RIOMV: virus Rio Marmore

RIOSV: virus Rio Segundo

RT: reverse transcription

RT-PCR: reverse transcription-polymerase chain reaction
Segmento L: segmento large

Segmento M: segmento medium

Segmento S: segmento small

SEOV: virus Seoul

SNV: virus Sin Nombre

TAP: tobacoo acid pyrophosphatase

Td: temperatura de dissocia¢do

THAIV: virus Thailand

Tm: temperatura de anelamento ou melting

TPMV: virus Thottapalayam

TOPV: virus Topografov

TULV: virus Tula

Ubc 9: small ubiquitin-like modifier-1 conjugating enzyme

SUMO-1: small ubiquitin-like modifier-1

X-Gal: 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galacto-pyranoside
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