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Resumo:

O objetivo deste estudo foi padronizar uma técnica de Reacdo da
Polimerase em Cadeia (PCR) para a regido do envelope (E) do ZIKV,
utilizando como base cepas provenientes da linhagem asiatica do virus. As
amostras positivas para ZIKV foram cedidas pelo Laboratério Central do
Parana (LACEN-PR). O gene E foi amplificado por RT-PCR e seus produtos
purificados, sequenciados para andlise filogenética do ZIKV. Das 33
amostras, 8 foram sequenciadas. A padronizacdo da RT-PCR para o gene E
resultou em dois fragmentos, compondo 1442 pb dos 1500 do gene. Quanto
a analise filogenética, todas as sequéncias obtidas foram agrupadas em
ramos brasileiros dentro do gendtipo asiatico. Com isso, foi realizada a
padronizacdo da RT-PCR para o gene E do ZIKV e as amostras foram
agrupadas em ramos brasileiros, dentro do clado americano e do genotipo
asiatico. Esse gene apresentou um alto grau de conservagdo nas linhagens
de surtos americanos.

Introducao

Entre os anos de 2015 e 2016, o Brasil foi surpreendido por um surto de
doenca exantematica com sintomas distintos aos da dengue (PESSOA et al.,
2016). A investigacao de tal surto revelou que se tratava da infeccéo pelo
Zika Virus (ZIKV). Este patdégeno é um arbovirus pertencente a familia
Flaviviridae. E um virus RNA, polaridade positiva, com aproximadamente
11Kb em seu genoma, que codifica para uma Unica poliproteina, dividida nas
proteinas estruturais do capsideo (C) e envelope (E) e em sete proteinas
nao estruturais (NS1, NS2A, NS3, NS4A, NS4B e NS5) (FAYE et al., 2014).
Andlises filogenéticas realizadas com cepas de ZIKV demonstraram a
ocorréncia de duas linhagens principais do virus, africana e asiatica, sendo
0s surtos ocorridos em 2007, 2013 e, mais recentemente, em 2015, no
Brasil, decorrentes da expansdo da linhagem asiatica para estas regides
(BRASIL et al., 2016; CAO-LORMEAU et al., 2014).
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A deteccédo do ZIKV por técnicas moleculares tem sido pouco relatada na
literatura, objetivando principalmente a diferenciacdo molecular de arbovirus
(FAYE, 2008; LANCIOTTI, 2008). Desta forma, este projeto tem como
objetivo padronizar uma reacao de PCR para a regido do envelope do ZIKV,
utilizando como base cepas provenientes da linhagem asiatica do virus.

Materiais e métodos

Coleta das amostras de sangue:

As amostras de plasma dos pacientes com diagnéstico molecular positivo
para ZIKV foram cedidas pelo Laboratério Central do Parana (LACEN-PR) e
encaminhadas ao Laboratério de Virologia Clinica da Universidade Estadual
de Maringd em gelo seco a fim de preservar o RNA ZIKV.

Extracdo do RNA viral e sintese do cDNA:

O RNA foi extraido utilizando o kit de extracdo QIAmp® Viral RNA Mini kit
(QIAGEN, Courtaboeuf, France), seguindo as instru¢cdes do fabricante. O
RNA extraido foi imediatamente utilizado para a sintese do cDNA com
Superscript 1l (Invitrogen, Carlsbad, CA), conforme o protocolo do
fabricante, e estocado a -20°C até o momento de uso.

Desenho dos primers:

Objetivando uma sequencia do gene do envelope (E) do ZIKV (1500 bp), a
estratégia adotada para o PCR foi realizar a amplificacdo em dois fragmentos
(denominados de Env_ZIKV F1 e Env_ZIKV F2). Para tanto, dois pares de
primers foram desenhados utilizando a regido da sequéncia condificante do
virus prototipo MR-766 (GenBank accession no. NC_012532.1): o ZVF1 — 837-

GGTCATGATACTGCTGATTG-856 / ZVR1.1 -1602-
KGCRTCCTTGAAYTCTACC-1584; e 0 ZVF2 - 1558-
CCACACTGGAACAACAAAG-1576 / ZVR1.2 - 2395-

AGAAGTCCACYGAGCACC-2378). A qualidade dos primers foram testadas
utilizando a plataforma Multiple Primer Analyzer, que permitiu analisar a
porcentagem de C e G, a temperatura de anelamento de primers e a formacéo
de dimeros de primers.

Amplificacdo do gene E:

Devido & baixa carga viral do ZIKV no sangue periférico, uma reacdo de
Semi-Nested PCR foi padronizada com o objetivo de aumentar a
sensibilidade da técnica. A primeira reacdo de PCR foi preparada para 20
ML, com 1% 10X Buffer, 0,2 mM de cada dNTP (10 mM dNTP mix), 1,5 mM
MgCl,, 0,5 uM do primer ZVF1, 0,5 uM do primer ZVR2.1, 0,2 U da Tag DNA
Polymerase (Invitrogen, Carlsbad, CA) e 4 yL do cDNA ZIKV. As condi¢des
de reacdo foram: desnaturacéo inicial a 94°C por 5 min., 30 ciclos de 94°C
por 1 min., 60°C por 30 seg., 72°C por 2 min., seguindo por uma extenséo
final a 72°C por 10 min.. Para a segunda reacdo, dois Semi-Nested PCR
foram realizados, ambos com volume final para 20 L, ou seja, com 1% 10X
Buffer, 0,062 mM de cada dNTP (10 mM dNTP mix) e 1,5 mM MgCly;
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primers ZVF1 e ZVR1.2 (0,5 mM cada) e primers ZVF2 e ZVR2.1 (0,5 mM
cada) foram utilizados para os fragmentos Env_ZIKV F1 e Env_ZIKV F2,
respectivamente. Ademais, 0,2 U da Taq DNA Polymerase (Invitrogen,
Carlsbad, CA) e 2 pyL do produto obtido no primeiro PCR foi utilizado. As
condi¢cbes da PCR foram: desnaturacao inicial a 94°C por 5 min., 35 ciclos
de 94°C por 1 min., 58°C por 30 seg., 72°C por 1 min. e 30 seg., seguido por
uma extensao final a 72°C por 10 min..

Sequenciamento do acido nucleico:

As amostras foram sequenciadas pela empresa ACTGene Analises
Moleculares Ltda. (Centro de Biotecnologia, UFRGS, Porto Alegre, RS,
Brasil) utilizando o ABI Prism®BigDye™ Terminator v3.1 (Applied
Biosystems, Foster City, CA), no sequenciador automatico AB 3500 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA).

Andlise das sequéncias e reconstrucao filogenética:

As sequéncias obtidas foram analisadas e validadas utilizando-se o
programa Phred-Phrap. Os contigs formados das sequéncias com qualidade
aceitavel no programa Consed Linux foram alinhados com 157 sequéncias
completas de ZIKV do GenBank representando sequéncias de amostras de
paises Africanos, Asiaticos, llhas do Pacifico e Americanos. Para
alinhamento, o programa Multiple Sequence Comparison by Log-Expectation
(MUSCLE) foi utilizado. O programa jModelTest 2.1 foi utilizado para avaliar
o melhor modelo de substituicdo de nucleotideo. Apos o alinhamento, uma
analise de reconstrucdo de quartetos foi realizado para avaliar o sinal
filogenético do gene E utilizando o programa TreePuzzle 5.3.

Andlise da Entropia:

Para uma melhor comparacdo da complexidade genética do envelope em
relacdo aos outros genes da poliproteina do ZIKV, uma Analise de Entropia
Informacional de Shannon com as mesmas sequéncias completas
disponiveis no GenBank e excluindo as sequéncias do gene E obtidas neste
estudo foi realizado com o software Bioedit 7.2.0.

Aspectos éticos:

Este estudo faz parte de um projeto maior que ja se encontra aprovado pelo
Comité Permanente de Etica em Pesquisa envolvendo Seres Humanos da
UEM (Parecer n° 1.618.106).

Resultados e Discussao

Das 33 amostras fornecidas pelo LACEN-PR, apenas 8 foram sequenciadas,
sendo 4 do Estado do Mato Grosso do Sul e 4 do Estado do Parana, Brasil.
As sequéncias do gene E iniciaram na posi¢cdo 902 seguindo até a posicéo
2343, fornecendo um fragmento de 1442 pb dos 1500 que compdem o gene
E, resultante dos dois fragmentos F1 (766 pb) e F2 (838 pb), que compdem
0 gene pesquisado.
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Quanto a analise filogenética, todas as sequéncias obtidas neste estudo
foram agrupadas em ramos brasileiros dentro do gendétipo asiatico.

A analise dos quartetos baseada no gene E mostrou um baixo sinal
filogenético, com mais de 40% dos quartetos ndo resolvidos. A maior
entropia foi observada em regides ndo estruturais, principalmente em NS5,
enquanto uma baixa entropia foi observada na proteina E. Tal resultado esta
de acordo com o sinal filogenético observado.

Assim, a alta conservacdo no gene E observada neste estudo pode ser
explicada pela alta adaptacdo da cepa americana, resultando em uma falta
de selecdo positiva no Envelope, e por uma provavel falta de fixacdo na
populacdo das alteracbes realizadas pelo virus devido a forte selecéo
negativa ao qual é submetido (FAYE et al, 2014).

Conclusbes

Por fim, a RT-PCR para o gene E do ZIKV foi padronizada e as sequéncias
obtidas neste estudo foram agrupadas em ramos brasileiros, dentro do clado
americano e do gendtipo asiatico. O gene E apresentou um alto grau de
conservacgao nas linhagens de surtos americanos.
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