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RESUMO

O virus Mayaro é o agente etiol6gico responsavel pela Febre do Mayaro, cujos os sinais
clinicos incluem febre, dor de cabeca, dor retro-orbital, artralgia, mialgia, vomitos, diarreia e
erupcdes cutaneas. Devido a semelhanca clinica, esta enfermidade é comumente confundida
com a dengue e a febre Chikungunya. As investigaces moleculares sdo importantes tanto
para o conhecimento da epidemiologia molecular do virus, suas mudancas ao longo dos anos,
como também para o desenvolvimento de um diagnostico sensivel e especifico da doenca. O
objetivo do estudo foi a andlise in silico do genoma do MAYYV e o desenho de iniciadores
para uma RT-PCR para a deteccdo do virus. Os iniciadores amplificam uma regido de 787pb
do gene para as proteinas ndo estruturais, apresentando uma alta especificidade realizando um
alinhamento com o banco de dados do GenBank (NCBI), obtendo uma baixa formacdo de
dimeros.
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1 INTRODUCAO

O virus Mayaro (MAYYV) (Togaviridae, género Alphavirus) é o agente etiol6gico
responsavel pela Febre do Mayaro, ja sendo detectado em onze estados do Brasil (SERRA,
2016); (HALSEY et al., 2013). Os sinais e sintomas causados pelo virus sdo caracteristicos
dos alfavirus, incluindo doenca febril aguda 3-5 dias de duracdo, dor de cabeca, dor retro-
orbital, artralgia, mialgia, vomitos, diarreia e erupcdes cutaneas (MINISTERIO DA SAUDE,
2017); (LOPES et al., 2014); (AZEVEDO, 2009). Trabalhos tem mostrado que pacientes
ainda podem apresentar dores articulares persistentes e severas por até um ano. Estes sinais

fazem com que facilmente a doenca seja confundida com a dengue e a febre Chikungunya,
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sendo subnotificada no pais (AUGUST, 2015); (ZUCHI, 2014); (HALSEY et al., 2013). O
genoma de aproximadamente 11 Kb do MAYV é composto por uma fita simples de RNA de
sentido positivo, codificando quatro proteinas ndo estruturais (nsP1, nsP2, nsP3 e nsP4) e
cinco proteinas estruturais (C-E3-E2-6K-E1). As investigacdes moleculares sdo importantes
tanto para o conhecimento da epidemiologia molecular do virus no pais e suas mudancas ao
longo dos anos, como também para o desenvolvimento de um diagndstico sensivel e
especifico da doenca (COIMBRA et al. 2007); (ZUCHI, 2014). O objetivo do estudo foi a
analise in silico do genoma do MAYYV e o desenho de iniciadores para uma RT-PCR para a

detec¢do do virus.

2 METODOLOGIA

A partir de alimentos no BioEdit das sequencias do genoma do MAYYV disponiveis
do GenBank (NCBI), encontrou-se uma regido conservada no genes que codificam as
proteinas ndo estruturais do virus. O desenho dos iniciadores para uma PCR end point foi
realizada no programa Primer3plus, a partir dos parametros descritos na tabela 1, utilizando-
se como base a sequéncia de nucleotideos KP842818.1 (GenBank, NCBI). As analises de
formagdo e estruturas secundarias e especificidade foram realizadas utilizando o programa

Premier Biosoft e PrimerBlast, respectivamente.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os iniciadores obtidos foram: Forward: 5’GCTTCAGGGCAAGTGCTGGT3’
(3382-3401); Reverse: 5’>CTTGAGGCCACTTCCGTGCT3’ (4168-4149), amplificando um
produto de 787pb. A andlise de especificidade mostrou ligacdo dos iniciadores com nove
sequéncias do virus MAYV depositadas no Genbank, e nenhuma ligacdo com outras espécies
diferente da espécie-alvo. O tamanho dos iniciadores e a temperatura de melting estdo dentro
dos parametros pré-estabelecidos. A porcentagem de GC esta no limite aceitavel, ja o nimero
de bases GC na regido 3’ (GC clamp) esta um pouco abaixo do esperado. Este Gltimo
parametro é de fundamental importancia para que se tenha uma boa estabilidade na regido de
ligagdo da Taq Polimerase e assim uma polimerizagdo eficiente do material genético. A alta
formacdo de estruturas secundarias, dimeros e hairpin, também influenciam na eficiéncia da

PCR, sendo quando mais baixa a energia livre de Gibbs (AG), menor a chance de sua



formacdo. Obtivemos AG proximo a zero, mostrando que possivelmente havera poucas

estruturas secundarias serdo formadas.

Tabela 1 — Paradmetros para construcdo dos iniciadores do virus Mayaro e valores

obtidos pela analise do Premier Biosoft.

R Valores referéncia Valores obtidos
PARAMETROS o
VARIACAO OTIMO FORWARD REVERSE
Tamanho (pb) 18 a 22 20 20 20
Tm (°C) 60 a 66 65 61.3 60.73
GC (%) 40 a 60 50 60 60
GC Clamp (pb) 3a4 3a4 2 2
Cross Dimer (AG) -6a0 -6a0 -3,7 -3,7
Self Dimer (AG) -6a0 -6a0 -2 -4,4
Hairpin (AG) -3a0 -3a0 -1,1 -1,3

FONTE: Premier Biosoft International.

4 CONCLUSAO

Os iniciadores apresentam in silico parametros ideais para se ter uma RT-PCR com alta
eficiéncia e especificidade na amplificacdo do virus Mayaro. Teste laboratoriais devem ser
realizados para avalizar as condicOes ideais de reagentes e termociclagem. A especificidade

analitica deve ser realizada para garantir a especificidade dos iniciadores.
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