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RESUMO

A febre do dengue esta amplamente distribuida por todas as areas tropicais
do mundo. Em certas areas endémicas, as formas graves da doenca, febre
hemorragica do dengue (FHD) e sindrome de choque do dengue (SCD), ocorrem
com frequéncia. Outras manifestagdes clinicas, como, por exemplo,
encefalopatias, encefalites, mielite transversa, também tem sido observadas. O
nosso objetivo foi a caracterizagdo genética e biolégica de amostras de virus
VDEN2 e 3, com énfase no carater de neuroviruléncia do virus VDEN2. As
amostras de VDEN 2 e 3 utilizadas foram isoladas na Servigco de Arbovirus do
Instituto Evandro Chagas a partir de soro de pacientes com quadro clinico de
dengue (FD e FHD) e manifestagbes neurolégicas. Os virus padrdo foram o
VDEN2 Nova Guiné C e 44-2, VDEN3 H87. As 11 sequéncias do virus VDEN2
quando comparados entre si e com 16 outras sequéncias do VDEN2
apresentaram percentual médio de identidade nucleotidica e aminoacido de 89,5
e 99,8% respectivamente. Os estudos filogenéticos realizados mostram os
isolados brasileiros pertencem ao gendtipo Ill de origem Asiatica. As 10
sequéncias do virus VDEN3 quando comparados entre si e com 16 outras
sequéncias do VDEN3 apresentaram percentual médio identidade nucleotidica e
aminoacido de 89,6 e 100% respectivamente. Os estudos filogenéticos realizados
mostram que estdo agrupados ao gendtipo Il também de origem Asiatica. O virus
VDEN?2 isolado a partir de caso mielite transversa (Bel61082) foi caracterizado
pelo sequenciamento nucleotidico da regido estrutural assim como em testes de
neuroviruléncia em camundongos recém-nascidos. A susceptibilidade de culturas
primarias de neurdnios e astrécitos, células de glioma humano, também foi
estudada para fins de caracterizagcao do carater neurovirulento do virus. O estudo
de neuroviruléncia em infeccdo de camundongo mostrou sinais aparentes de
doenca apenas apos a inoculagcdo da cepa NGC, mas a replicacdo do virus Bel
61082 pode ser detectada por RT-PCR em suspensao de cérebro de
camundongo. Obtivemos evidéncias experimentais de apoptose nas células
neuronais infectadas com VDEN2 NGC e Bel61082. No sequenciamento
nucleotidico, a principal alteragcdo observada esta localizada na proteina M28,

regiao esta conhecida como pro-apoptotica.
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ABSTRACT

Dengue fever is present throughout the tropical areas with the occurrence
of mild disease forms as well as the more severe dengue hemorrhagic fever (DHF)
and dengue shock syndrome (DSS). Other clinical manifestations such as
encephalopathies, have also been observed. Here we have genetically
characterized dengue types 2 and 3 viruses circulating in the country. Samples
were made available by the Servigo de Arbovirus do Instituto Evandro Chagas and
were primarily isolated from patient sera with different clinical manifestations. The
11 dengue type 2 sequences when compared among them and 16 other
sequences available in the GenBank have shown an identity at the nucleotide and
amino acid sequence level of 89.5 e 99.8% respectively. The brazilian isolates
were shown to belong to the genotype Il of asian origin but more recent than the
ancient New Guinea C virus. The 10 dengue type 3 sequences were compared
with 16 other sequences available in the GenBank and showed an identity of 89.6
e 100% for nucleotide and amino acid sequences, respectively. These viruses
belong to genotype Il also of asiatic origin (SriLanka). The dengue 2 virus isolated
from a case of transverse myelitis (Bel61082) was characterized by the nucleotide
sequencing of the whole structural region as well as for its neurovirulence for
suckling mice. The susceptibility of primary neuron cultures and astrocyte and glial
cell lines was also studied. Mice neurovirulence was only apparent with the
neuroadapted New Guinea C strain but replication of the Bel61082 isolate could
be detected by RT-PCR in mouse brain suspensions. Experimental evidence for
apoptosis was obtained after infection of the cell cultures above with dengue type
2 viruses NGC and Bel61082. The nucleotide sequencing revealed a significant

change in the M protein amino acid 28, a region known to be pro-apoptotic
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1- INTRODUCAO

1.1 - HISTORICO E TAXONOMIA DA FAMILIA FLAVIVIRIDAE

A familia Flaviviridae (da qual o virus Dengue faz parte) esta classificada
ecologicamente como Arbovirus, que incluem também outras familias
(Bunyaviridae, Reoviridae, Rhabdoviridae e Togaviridae). Conceitualmente, os
Arbovirus s&do virus mantidos na natureza mediante transmissdo entre
hospedeiros vertebrados susceptiveis e artrépodes hematoéfagos, de hospedeiro
artropode a hospedeiro artropode através da via transovariana e, possivelmente
da via venérea (OMS, 1985). A transmissao vertical entre artrépodes é importante
por ser um dos meios de manutencdo de alguns arbovirus na natureza
(Rehle,1989).

Os arbovirus estdo espalhados no mundo inteiro, muitos dos quais causam
importantes epidemias e doengas enzodticas (Varma e Webb,1985). Dos 534
arbovirus registrados no Catalogo Internacional dos Arbovirus, cerca de 139
podem infectar humanos. A maioria dos arbovirus provoca uma sindrome febril
com ou sem exantema, enquanto parte causa quadros clinicos hemorragicos ou
de encefalite.

A familia Flaviviridae esta dividida em trés géneros: Flavivirus, Pestivirus e
Hepacivirus, além disso, possui um numero de virus que estdo ainda nao
grupados segundo o Comité de taxonomia dos Virus. O género Flavivirus é
constituido de 12 complexos antigénicos (Calisher e Gould, 2003).

Os Flavivirus tém sido reconhecidos entre os mais proeminentes dos virus
transmitidos por picada de mosquito desde o século passado, quando o virus da
febre amarela (VFA) e virus dengue (VDEN) foram os primeiros encontrados em
humanos como agente etiolégico (Schlesinger, 1980). Em 1927 foi feito o primeiro
isolamento do VFA e mais adiante, agentes associados com encefalites foram
isolados em surtos e dentre estes se incluem os virus da encefalite japonesa
(JEV), St. Louis (SLEV), encefalite transmitida por carrapato (TBEV) e louping ill
(LIV) (Shlesinger, 1980 e Calisher e Gould, 2003).
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A classificacdo antigénica iniciou apés 1950 quando foi identificada uma
grande diversidade arbovirus, muitos deles agora reconhecidos como sendo
Flavivirus, o que abriu um vasto campo para investigagbes em varios paises
tropicais e sub-tropicais (Theiler and Downs, 1973). Com o numero de
isolamentos de arbovirus aumentando, tornou-se importante classificar esses
isolados, ja que alguns ensaios sorologicos revelaram graus variados de
reatividade cruzada entre os isolados e os critérios fisico-quimicos foram pouco
usados para distingui-los.

Os agrupamentos antigénicos foram facilitados com aplicagdo do teste de
inibicdo da hemaglutinagcao (IH), Casals, 1957 que distinguiu os dois maiores
grupos antigénicos, grupo A (agora conhecidos como os alfavirus) e grupo B (os
flavivirus). Estudos posteriores usando adsorgdo de anticorpo sugeriram que
todos os determinantes antigénicos estariam localizados na proteina de envelope
(Westaway et al., 1975) e permitiram agrupar os virus JEV, SLEV e West Nile
(WNV) em um complexo, mas algumas reac¢des cruzadas ocorreram com Virus
VDEN e VFA. Conclusdes similares foram registradas por Trent (1977) com uma
analise antigénica radioimunologica de proteinas de envelope purificadas de
varios flavivirus.

Com o avanco de técnicas bioquimicas e microscopia eletronica, foi
possivel uma classificagdo mais racional, que, de acordo com sua morfologia,
modo de replicagdo viral e relagdes antigénicas, sendo entdo alocados em

diferentes familias, géneros e grupos antigénicos (Rehle,1989).

1.2 - VIRUS DENGUE (VDEN)
1.2.1 - Historico

Desde o século XIX, o mundo enfrenta o ressurgimento de muitas doencas
infecciosas, sendo o dengue uma das mais importantes no que diz respeito a
morbidade e mortalidade. A doencga foi descrita entre 1779 — 1780, com o primeiro
registro de uma grande epidemia possivelmente ocasionada pelo VDEN em trés
continentes (Asia, Africa e América do Norte), porém ha evidéncias que uma
doenca semelhante tenha ocorrido mais cedo. O perfil da doenca associado com
dengue de 1780 — 1940 foi caracterizado por pequenos surtos e as vezes grandes

epidemias (Gubler, 1997). Apesar dos sorotipos do VDEN nao terem sido isolados
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até os anos 1940, o papel do mosquito Aedes (Ae) na transmissao do dengue é
conhecido ha muitos anos pelos resultados de experimentos em voluntarios
humanos. O primeiro foi em Beirute em 1903, em seguida na Australia, o qual foi
publicado por Bancroft em 1906 afirmando que o Ae. aegypti era o principal vetor
de transmissao (Rodhain, 1998).

A epidemiologia do VDEN mudou com o rompimento ecoldgico no Sudeste
Asiatico durante a segunda guerra mundial, com uma grande distribuigdo
geografica, aumento da densidade da populacdo de Ae. aegypti e elevagédo da
circulagdo do virus entre cidades, paises, principalmente entre os soldados
(Gubler, 1997; Gubler, 1988).

As primeiras epidemias de FHD foram observadas na Filipinas, em 1953, e
a seguir na Tailandia em 1958. Posteriormente a FHD foi assinalada em alguns
paises Asiaticos e em diversas ilhas do Pacifico. No periodo de 1956 a 1959, os
paises asiaticos reportaram a OMS mais de 2.500.000 casos de FHD, dos quais
cerca de 43.000 faleceram. Aproximadamente, 80% dos casos e cerca de 50%
dos o6bitos foram notificados pelo Vietna e Tailandia.

Dos anos 1980 a inicio de 1990 ocorreu uma expansdo dramatica
epidemias de dengue com FHD na Asia, que se moveu a oeste para dentro da
india, Paquistao, Sri Lanka e llhas Maldivas; a leste para dentro da China (Gubler,
1997). Atualmente somente os casos graves sao registrados pela Organizagéo
Mundial de Saude (WHO, 1986).

Nas Américas, antes de 1981, ocorreram excepcionalmente registros de
casos de FHD, em Porto Rico, Curagao e Jamaica. Neste ano, contudo, registrou-
se a primeira e mais grave epidemia que afetou Cuba, durante a qual se
hospitalizaram 116.143 pacientes, dos quais 20.132 foram casos de FHD/SCD e
158 evoluiram para o obito. A segunda epidemia grave de FHD ocorreu na
Venezuela em 1989-1990, e a partir deste episdédio, o pais vem notificando
epidemias de FHD praticamente em todos os anos. Entre 1989 e 1994 a
Venezuela reportou 15.110 casos e 142 6bitos, portanto o pais das Américas com
maior incidéncia de FHD. Tanto em Cuba como na Venezuela, dois tergos dos
casos ocorreram em criangcas com menos de 15 anos de idade. No Brasil e na
Colébmbia, contudo, predominam os pacientes com idade superior a 15 anos.
Epidemias de dengue com FHD de intensidade variavel causado pelo sorotipo

VDEN2 ocorreram na Coldmbia, Brasil, Porto Rico e México, mas nenhumas
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delas tiveram a mesma magnitude e severidade da epidemia de Cuba em 1981
(Gubler, 1997; Gubler and Meltzer, 2003)

1.2.2 - Epidemiologia

1.2.2.1 - Ciclo de Manutencgédo VDEN

A maioria dos detalhes da transmissdo do dengue pelo Ae. aegypti tal
como a confirmagdo do envolvimento de segundo vetor, Ae. albopictus, foram
elucidados por uma série extensa de experimentos em voluntarios humanos nas
Filipinas na década de 1920, por pesquisadores das forgas armadas americanas
(Rodhain, 1996).

O VDEN ¢é transmitido pelos mosquitos do genéro Aedes, sub-género
Stegomyia, sendo o Ae. aegypti e o Ae. albopictus os vetores principal e
secundario, respectivamente, os quais sao encontrados em densidade elevada
nas areas endémicas, mas também as subpopulagcdes de uma mesma espécie
oriundos de diferentes regides geograficas (PAHO, 1994; Lourengo-de-Oliveira et
al., 2004). O mosquito Ae. aegypti tem habito diurno e tem como criadouro
preferencial o ambiente domiciliar. A abundancia do vetor coincide com a
incidéncia de dengue endémico e epidémico (Figura 01).

Outras espécies do género Aedes (Ae.) também podem agir como vetores
de transmissao, onde se pode destacar o Ae. Polynesiensis e membros do grupo
Ae. scutellaris (Gubler JD e Meltzer M, 2003).

A competéncia do vetor requer que uma determinada espécie do mosquito
seja permissivel a infecgao pelo virus e replicagdo do mesmo e finalmente seja
capaz de transmitir. Neste ultimo quesito, s&o importantes os aspectos da
antropofilicidade e frequéncia de alimentacdo (Rodhain, 1998). Até o momento,
nenhuma correlacdo tem sido estabelecida entre uma espécie particular de vetor
e as caracteristicas clinicas das doencas.

Assim como outros arbovirus, a dinamica de replicacdo do VDEN em
mosquitos infectados oralmente, depende da temperatura nas quais os mosquitos
sdo mantidos, a cepa, quantidade de virus ingerido e possivelmente a espécie e
cepa do mosquito. Todavia, o tempo entre a ingestdo do VDEN pelo mosquito e

sua habilidade de transmitir a infeccdo (periodo de incubagédo extrinseco) é
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altamente dependente da temperatura ambiental e da quantidade de virus
ingerido (Rodhain, 1998).

O mais importante ciclo de transmissdo do VDEN para a saude publica é o
ciclo endémico/epidémico urbano, que ocorre nos grandes centros urbanos p-dos
tropicos (Gubler, 1997; Gubler, 1988;Halstead, 1984). Os virus sdo mantidos em
um ciclo que envolve Ae. aegypti — humano — Ae. aegypti. Algumas vezes
ocorrendo co-circulagédo de sorotipos em uma mesma cidade, com epidemias
periddicas causadas por diferentes virus (Gubler and Meltzer, 2003).

Os humanos sdo infectados com VDEN pela picada do mosquito Ae.
infectado. Apds a pessoa ser picada o virus fica em um periodo de incubagao
(intrinseco) de 3 a 14 dias (em média 4 a 7 dias) até o aparecimento dos
sintomas. Durante o periodo febril os mosquitos podem torna-se infectados e
subsequentemente transmitir os virus a outras pessoas nao infectadas apds o

periodo de incubacéao extrinseco (8 a 12 dias) (Gubler, 1988).

Figura 01 : A- Aedes aegypt adulto; B Aedes albopictus adulto.
Fonte: www.vnn.vn/suckhoe/; agnews.tamu.edu

A dispersao do Ae. aegypti pelo pais vem aumentando a cada ano, em
funcdo da complexidade dos fatores que determinam o comportamento do vetor
de transmissdo. Apesar das intensivas medidas de controle adotadas contra o
mosquito, o Brasil ndo conseguiu a reducéo dos indices vetoriais a ponto de evitar
a propagacao dos virus (Barbosa, 2002).

Até que uma vacina esteja disponivel, o controle de vetor e o Unico
caminho para diminuir a transmissao de VDEN. O Ministério da Saude deve dirigir

o controle, estabelecer vigilancias entomoldgica e epidemiologica, além de
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campanhas educacionais para a comunidade. E fundamental que a comunidade

reconhega a sua responsabilidade no controle do dengue.

1.2.2.2 - Transmissao do VDEN

A febre do dengue esta amplamente distribuida por todas as areas tropicais
do mundo. Em certas areas endémicas, a forma grave da doenga, febre
hemorragica do dengue e sindrome de choque, ocorre com frequéncia.

Nas Ameéricas, epidemias de FD e FHD tém ocorrido desde 1981, quando
uma epidemia grave, afetou Cuba. Desde entdo, varios outros paises das
Américas foram afetados, com a ampla dispersado do vetor Ae. aegypti e, hoje é
um importante problema de saude publica nos trépicos e sub-trépicos. O VDEN ja
foi detectado em mais de 100 paises e estima-se que cerca de 2,5 bilhdes de
pessoas vivam em area onde dengue € endémico.

No Brasil, foram registrados os primeiros casos de dengue, documentados
clinica e laboratorialmente, em Boa Vista, Roraima, em 1982, em epidemia
causada pelos sorotipos VDEN1 e foram responsaveis pela infeccao de
aproximadamente 11.000 pessoas (Travassos da Rosa et al., 1982; Osanai et al.,
1983). Posteriormente, reapareceu em 1986 no Rio de Janeiro - RJ, de onde se
disseminou para todo o pais, em uma nova epidemia de dengue causada pelo
sorotipo VDEN1, onde milhares de casos foram notificados. Durante o periodo de
1986 a 1990, somente o sorotipo VDEN1 foi responsavel pelas epidemias no
Brasil, incluindo os estados de Alagoas, Ceara, Pernambuco, Mato Grosso do Sul
e Minas Gerais (Travassos da Rosa et al., 1997).

Em 1989 foi reportado o primeiro isolamento do VDEN2 em Belém, a partir
de um paciente oriundo de Luanda, Angola (Travassos da Rosa et al., 1989). No
ano seguinte, apds a introdugdo do sorotipo VDENZ2, novas epidemias foram
registradas no Rio de Janeiro, Ceara e Alagoas. Em 1991, o sorotipo VDEN2
causou uma grande epidemia em Araguaina, Tocantins, tendo sido notificados
mais de 2.000 casos da doencga (MS, 1994). A partir dai, os sorotipos VDEN1 e 2
circulam em quase todo o territério nacional, causando epidemias nas suas mais
diversas apresentagdes clinicas. Um exemplo foi a grande epidemia no ano de

1994 de FD e FHD em Fortaleza e varios municipios cearenses, a maioria
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fazendo parte da area metropolitana da capital cearense (Vasconcelos et al.,
1995).

Em 2000, ocorreu o primeiro registro do VDENS3 no Brasil no Estado de
Sao Paulo de um caso importado da Nicaragua (Rocco et al, 2001). Em 2001
foram confirmados os primeiros casos autéctones no Estado do Rio de Janeiro,
onde ocorreu uma grande epidemia, com elevado numero de obitos por FHD,
espalhando-se rapidamente para todo o Brasil (Nogueira et al., 2001).

No Brasil, todas as regides foram atingidas por surtos de VDEN (Figuras 02
e 03). No panorama atual, ha circulagdo de trés sorotipos do dengue (VDENT1,
VDEN2 e VDEN3) em 23 estados. A circulagcdo simultdnea de mais de um
sorotipo viral € um dos principais fatores para o aparecimento das formas
hemorragicas, fato que vem ocorrendo nas ultimas epidemias registradas no
Brasil (MS/SVS/2004).

[] Nenhum
I CEN1e3
[JDEN1e2
BNt 2 e

* Dados até o més de junho/04, sujetto a alteragdes.

Figura 02: Mapa do Brasil com a distribuicdo dos sorotipos de dengue.
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Figura 03: Casos notificados de dengue por semana epidemioldgica, segundo regido Brasil, 2003-2004*.
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*dados preliminares, até a semana 36

A ocorréncia de casos de dengue aumentou consideravelmente durante a
década de 90, e até hoje continua sendo a doenga viral com maior numero de
casos notificados no Ministério da Saude. No primeiro semestre de 2003 foram
registrados 344.092 casos em todo o pais (Funasa, 2004). Embora esses casos
representem uma redugéo de mais de 60% em relacdo a 2002, o dengue ainda se
constitui em uma ameaca a saude publica no Brasil, pois nos ultimo cinco anos
aproximadamente 70% dos casos notificados nas Américas foram do Brasil
(Siqueira et al., 2005) (Figura 04). Considerando que a OMS estima que os casos
notificados representem apenas 10% do total de casos, é estimado que em 2003
no Brasil ocorreram mais de 2,5 milhdes de infec¢gdes por dengue (SVS/MS,
2005).

Em 2002 o numero absoluto de casos de o6bitos por FHD (150) foi o mais
elevado em 20 anos de estudo de epidemias de FD/FHD ocorridas no Brasil
(Figura 04 e 05), durante este ano ocorreu uma grande epidemia, com 250.000
casos na area metropolitana do Rio de Janeiro causando um grande problema de
saude publica (Halstead, 2002; Barbosa et al., 2002).

A Secretaria de Vigilancia em Saude (SVS) do Ministério da Saude

registrou até a semana epidemiologica de 2004, 84.535 casos. Com a circulagao
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autéctone dos sorotipos VDEN1, VDEN2 e VDEN3 nas 23 unidades federadas
(Figuras 02 e 03). No entanto, a distribuicdo da faixa etaria dos casos de FHD tem
mudado progressivamente, e é diferente nas Américas em relagdo a Asia. Nos
surtos de Cuba e da Venezuela a doenca ocorreu em todas as faixas etarias,
embora cerca de dois tercos dos casos fatais tenham sido em criangas.
Observagbes semelhantes tém sido feitas no Brasil e em Porto Rico (Zagne et al,
1994; Vorndam et al, 1997; Siqueira et al., 2005). Em 2004, foram confirmados 48
casos de FHD, com um obito registrado no estado de Minas Gerais. Esses dados
indicam uma taxa de letalidade, por FHD, de 2,1% (SVS/Ministério da Saude,
2005).
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1.2.3 .- Agente Etiologico

Os virus VDEN morfologicamente s&o virus esféricos, medindo cerca de 40
— 50 nm de didmetro. Contém um envelope de natureza lipoprotéica (Murphy,
1980) e o genoma é composto de RNA de fita simples, polaridade positiva, com
10.158 a 10.173 bases, incluindo duas regides nao traduzidas (100 e 450 pares
de bases) que flanqueiam uma regiao codificadora de 3.386 a 3.391 aminoacidos.
A organizagéo viral apresenta-se de duas formas, uma forma intracelular imatura,
que é caracterizada pela presenca da proteina de membrana prM, e a forma
extracelular madura que é caracterizada pela presenca da proteina M (Stadler et
al., 1997) (Figura 06).

Figura 06. Organizacao estrutural dos flavivirus. O esquema representa a particula viral em suas
formas intracelular imatura e extracelular madura. O capsideo do virus tem a simetria icosaédrica
com o genoma do virus associado a face interna do capsideo. Estdo representadas a proteina de
envelope (E) e a sua forma dimérica, a proteina de membrana (M) e seu precursor (prM), ainda
presente no envelope na forma extracelular. Ao contrario das particulas extracelulares, as
particulas intracelulares nao sdo infectivas. Fonte: Chambers et al., 1990a.

1.2.4 — Organizagao genémica e seus produtos génicos

A organizagédo genémica do VDEN por ser semelhante ao do virus da VFA
facilita a andlise das sequéncias de aminoacidos das varias proteinas e sua
relagdo com outros Flavivirus (Strauss, 1989). As signalases do hospedeiro no
limen do reticulo endoplasmatico (RE) mediam o processamento inicial dos



eventos de clivagem separando as proteinas estruturais precursoras e a regiao N
— terminal das proteinas nao estruturais.

Nenhum RNA viral subgenémico tem sido encontrado em células
infectadas com virus (Chambers et al., 1990). O genoma viral de polaridade
positiva serve como RNA mensageiro (RNAm) para a tradugdo das proteinas
virais. Uma unica fase de leitura codifica uma grande poliproteina, que é clivada
co- e pos-traducionalmente em 10 proteinas (Figura 7). A partir da regido N-
terminal, um quarto da poliproteina codifica as proteinas estruturais (C-prM-E),
seguidas pelas nado estruturais, NS1-NS2A-NS2B-NS3-NS4A-NS4B-NS5
(Chambers et al., 1990; Rice et al, 1985). Uma peptidase sinal do hospedeiro é
responsavel pelas clivagens entre C-prM, prM-E, E-NS1, e préxima da regido
carboxiterminal da NS4A. Uma serina protease, codificada pelo virus, é
responsavel pelas clivagens entre NS2A/NS2B, NS2B/NS3, NS3/NS4A,
NS4A/NS4B e NS4B/NS5. A enzima responsavel pela clivagem da NS1/NS2A até
o momento é desconhecida (Lindenbach and Rice, 2003). As regides 5’ e 3’ ndo
codificadoras sdo importantes para controle da replicagcdo e provavelmente da
tradugao do RNA viral.

A regido nao codificadora ou nao traduzida (RNT) 5’ é uma sequéncia nao
conservada entre os diferentes flavivirus, embora possa ser encontrada entre
eles uma estrutura secundaria comum nessa regido (Brinton and Dispoto,1988;
Cahour et al., 1995; Hahn et al., 1987). Esta estrutura pode estar envolvida na
traducdo do genoma ou ainda na complementaridade da cadeia negativa, que
serve como sitio de iniciacdo da cadeia positiva durante a sintese da replicagcéo
do RNA (Lindenbach and Rice , 2003).

A regido nao codificadora ou nao traduzida (RNT) 3’ do genoma dos
flavivirus exibe grande variabilidade, embora varias caracteristicas conservadas e
estruturas secundarias tenham sido descritas (Mutebi et al, 2004; Shurtleff et al,
2001; Mand! et al., 1998). No entanto as estruturas secundarias conservadas
levam a uma grande similaridade estrutural entre os flavivirus (Rauscher S. et
al.,1997), e formam uma haste (“stem-loop” — 3’ SL) longa (90 a 120 nucleotideos)
que sao sustentadas por essa estrutura secundaria (Brinton et al, 1986; Grange et
al, 1985; Hahn et al., 1987, 1991; Proutski et al., 1997; Rauscher et al., 1997;
Rice, 1985; Shi et al., 1996; Sumiyoshi et al., 1987; Takegani et al, 1986; Wengler
and Castle, 1986; Zhao et al., 1986; Markoff L., 2003; Whitehead SS, 2003;



Markoff L., 2002; You S, 2001). Estudos de analise mutacional de VDEN2 e
desenvolvimento de quimeras de VDEN2-WNV revelaram um papel essencial
desta estrutura para replicagdo viral. O papel preciso da regido RNT 3’ é
desconhecida, sugere-se que ela interaja com diversas proteinas de relevancia
funcional. As proteinas de replicase viral NS3 e NS5 tém sido mostradas ligadas a

esta estrutura in vitro (Chen et al., 1997; Cui et al., 1998).
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Figura 07. Organizacdo gendmica dos flavivirus. No topo esta o genoma tipico dos flavivirus, com
as extremidades 5’ e 3’ ndo traduzidas (UTR) e as regides traduzidas em proteinas estruturais e
ndo estruturais. Em seguida vemos a poliproteina, os precursores e as proteinas maduras geradas
pelo processamento proteolitcg. As setas pretas( ® ) representam os sitios de clivagem pela
signalase. As setas brancas ( ™ representam os sitios de clivagem pela protease viral. A atividade
proteoitica responsavel pela clivagem entre NS1 e 2A ainda ndo é conhecida. As figuras sélidas
representam as proteinas maduras ap6s o Ultimo passo do processamento. Fonte: Chambers et
al. (1990a), Rice (1996), Roizman & Palese (1996).

1.2.4..1 - Proteinas Estruturais

Proteina de Capsideo (C)

A proteina C é altamente basica com cerca de 11 a 14 kilodaltons (kDa) e
€ responsavel pela formagéo do nucleocapsideo junto com o RNA viral (Boege et
al, 1983; Rice et al.,, 1985; Trent, 1977). Possuem residuos basicos que,



presumivelmente mediam a interacdo com o RNA e estdo agrupados na regidao N
e C terminal (Khromykh and Westaway, 1996), separados por um pequeno
dominio que media a associacdo com a membrana (Markoff et al., 1997). A
proteina C nascente contém na regido carboxi — terminal uma ancora
membranosa hidrofobica que serve como peptideo sinal para translocagao da prM
dentro do lumen do reticulo endoplasmatico rugoso (RER). Este dominio
hidrofébico é clivado para proteina C madura por uma serina protease viral
(Amberg et al., 1994; Lobigs, 1993; Yamshchikov e Compans, 1994). Apesar da
estrutura tridimensional da proteina C dos flavivirus ainda serem desconhecidas,
a proteina C de TBEV é rica em dominios a hélices, incluindo os dominios
hidrofobicos (Kofler et al., 2002). Trabalhos adicionais devem ser feitos para um
melhor entendimento da estrutura desta proteina, tal como sua interagcdo com as

proteinas de superficie e envelope viral (Lindenbach and Rice, 2003).

Proteina de Membrana (prM/M)

A glicoproteina precursora da proteina membrana (M), prM com peso
molecular de aproximadamente 18 - 19 kDa, esta é translocada dentro do lumen
do RE pelo dominio hidrofébico C-terminal da proteina C. Clivagens pela
peptidase sinal do hospedeiro sao liberadas até que esta sequéncia sinal seja
removida do capsideo (Amberg et al., 1994). Uma explicagédo para esta estratégia
de processamento ndo usual seria o processamento tardio da proteina estrutural
e consequentemente, producdo de virus até mais tarde na infeccdo, quando
niveis de proteases virais estariam elevados. A regiao N-terminal da pr contém
um dos trés sitios de glicosilagdo da prM e seis residuos conservados de
cisteinas, que interagem via pontes de dissulfetos (Chambers et al., 1990a;
Nowak and Wengler, 1987). A conversdo da particula viral imatura para madura
ocorre na via secretoria e coincide com a clivagem da prM em pr e M pelas
enzimas do complexo de Golgi semelhantes a furina (Stadler et al., 1997).

A funcdo da prM é estabilizar a proteina E, impedindo a exposi¢cao
prematura do peptideo de fusdo ao pH reduzido encontrado na via exocitica. A
retencao da proteina prM pode afetar a conformacéo e antigenicidade da proteina
E, e reduzir a infectividade viral inibindo a fusdo dependente de acido (Stadler et
al., 1997; Heinz et al., 1994a; Heinz et al., 1994b)



Proteina de Envelope (E)

A proteina E tem o peso molecular com cerca de 53 kDa, € a maior
proteina de superficie do virus e o maior determinante antigénico, e tem como
principal fungéo participar da ligagao e fusdo com a membrana durante a entrada
do virus, e € o principal alvo da resposta imunoprotetora no hospedeiro
vertebrado (Russel, 1980). E sintetizada como uma proteina de membrana tipo |,
contendo 12 cisteinas conservadas que formam pontes dissulfeto (Nowak and
Wengler, 1987). Para alguns virus, a proteina E é N-glicosilada (Post et al., 1992;
Chambers et al., 1990; Winkler et al., 1987).

A estrutura cristalizada de um fragmento soluvel da proteina E do TBEV foi
determinada a uma resolugdo de 2.0 A (Rey et al., 1995). Este modelo revelou
uma estrutura elongada rica em folhas 3, formando um homodimero (“head-to-
tail”). Cada subunidade € composta de trés dominios: |, as cadeias 3 predominam
com uma estrutura de oito dando a forma de um Barril e eixo orientado em
paralelo @ membrana viral; o dominio Il € uma estrutura alongada semelhante a
um “dedo”, que é composta de duas algas descontinuas estendidas do dominio .
Uma dessas algas é estabilizada por trés pontes dissulfetos e formam uma ponta
que interage com pontos hidrofébicos providos de residuos adjacentes da juncao
dos dominios | e Illl do segundo monémero a qual se projeta ao longo da
superficie do virus. A alca que constitui esta ponta é altamente conservada entre
todos os flavivirus e funciona como um peptideo de fusdo interno (Allison et al.,
2001; Rey et al., 1995); o dominio Ill € uma regido constante semelhante uma
imunoglobulina, que se supdéem ser uma regiao de ligacdo ao receptor com uma
série de determinantes de viruléncia e neutralizagdo ja mapeados neste dominio
(Mandl et al., 2000; Rey et al., 1995; Modis et al, 2005; Nickells e Chambers,
2003).

1.2.4.2 - Proteinas Nao Estruturais.

NS1
A proteina NS1 possui cerca de 46 kDa, com localizagdo intracelular, mas

também é encontrada na superficie celular, e é secretada lentamente nas células



de mamiferos (Mason,1989; Post et al., 1991; Smith et al., 1970; Winkler et al.,
1988). Esta proteina é translocada para dentro do RE e liberada da proteina E
pela peptidase sinal do hospedeiro (Chambers et al., 1990a; Falgout et al., 1989;
Falgout and Markoff, 1995). Esta glicoproteina contém dois ou trés sitios de N-
glicosilagcao e 12 cisteinas conservadas que formam pontes dissulfetos (Lee et al.,
1989; Mason, 1989; Smith et al., 1970). O processamento proteolitico da jungéo
das proteinas NS1/NS2A ocorre por uma enzima do hospedeiro desconhecida
residente no RE (Falgout and Markoff, 1995). A NS1 forma homodimeros que sao
altamente estaveis, resistentes a desnaturacdo com uréia 6 M ou 5 M de
guanidina-HCI, mas sao instaveis a altas temperaturas ou pH baixo (Winkler et
al., 1989).

Coincidente com a dimerizagdo, a NS1 adquire parcialmente um carater
hidrofébico, como demonstrado pela sedimentagcdo com fragcbes de membrana
celular ou extragao com Triton X-114 (Winkler et al., 1988; 1989). Esta proteina é
altamente hidrofilica e n&o contém dominios de transmembrana, porém a
natureza desta associacdo com membranas € controversa (Lindenbach and Rice,
2003). Também ndo estd bem definida ainda qual a fungdo das formas
extracelulares da NS1. Durante infeccdo, ocorre uma forte resposta imune
humoral contra esta proteina, que tem Ihe conferido uma funcdo de
imunoprotegao (Falgout et al., 1990; Jacobs et al., 1992; Lin et al., 1998; Qu et al.,
1993; Schlesinger et al., 1993). Estes anticorpos podem direcionar a lise mediada
pelo complemento, em células infectadas por flavivirus com a NS1 na superficie
(Henchal et al., 1988; Schilesinger et al., 1985, 1993). Todavia, anticorpos contra
NS1 podem induzir fosforilagdo da tirosina de varias proteinas nao identificadas,
em células infectadas com VDEN2 (Jacobs et al., 2000) e tem sido proposto que
reagcdo cruzada com anticorpos anti-NS1 para VDEN podem ser a causa de
imunopatologia com o consequente extravasamento de fluidos (Chang et al.,
2002; Falconar, 1997). A forma secretada da NS1 foi originalmente caracterizada
como antigeno fixador de complemento soluvel, presente no soro e tecidos de
células infectadas (Brandt et al., 1970). Estudos recentes sugerem que a
dimerizagao seja um processo necessario para secregao da proteina NS1 (Pryor
and Wrigth, 1993; Hall et al., 1999). A forma secretada soluvel é uma particula
hexamérica de cerca de 11nm (Crooks et al., 1990, 1994; Flamamand et al.,

1999), constituida de trés grupos de dimeros, mantidos juntos por interagdes



hidrofdbicas que podem surgir via sequestro de interagcbes membranosas,
colocadas na superficie dos dimeros de NS1 (Lindenbach and Rice, 2003). A
dimerizagao nao é tao evidente na propagacéao de virus de FA 17D em culturas de
células (Post et al, 1991).

NS2A

E uma proteina relativamente pequena com cerca de 22 kDa e de
caracteristica hidrofobica. A regido N-terminal da NS2A é gerada via clivagem da
NS1-2A por uma enzima do hospedeiro residente no RE ainda desconhecida
(Falgout and Markoff, 1995). A regidao C-terminal é gerada pela clivagem pela
serina protease viral, no citoplasma da célula hospedeira. Estudos de delecdes
sitio-especifica ou de mutagdo na regido C-terminal da proteina NS2A
(substituicdo de Lysig0 — Ser), indicam perda de nucleocapsideo, mas exibem
niveis de replicacdo de RNA normal, que indica a importancia dos residuos de
aminoacidos basicos, como na posi¢cao 190 da proteina NS2A na formacao de
particulas virais (Chambers et al., 1990b; Nestorowicz et al., 1994; Kummerer and
Rice, 2002).

NS2B

E uma proteina de 14 kDa associada & membrana. Esta proteina forma um
complexo com a NS3 e é um cofator para a atividade de serina protease da NS3
(Arias et al., 1993; Chambers et al., 1991, 1993; Falgout et al., 1991; Jan et al.,
1995; Yusof et al., 2000). A atividade de cofator da NS2B esta contida em uma
regidao hidrofilica central conservada de 40 residuos (Chambers et al., 1993;
Falgout et al., 1993; Leung et al., 2001), flanqueada por regides hidrofébicas que

mediam a associacdo com membranas (Clum et al., 1997).

NS3

E uma proteina multifuncional contendo pelo menos trés atividades
enzimaticas envolvidas no processamento da poliproteina e replicacdo do RNA. E
a segunda maior proteina viral com peso molecular que varia de 68-70 kDa, é
altamente conservada entre os Flavivirus (Markoff et al,1990; Chambers et al.,

1990a) e ndo contém uma cadeia hidrofébica longa. Esta associada com



membranas via sua interagcdo com NS2B (Arias et al.,, 1993; Chambers et al.,
1993; Clum et al., 1997).

Baseado em alinhamentos de sequéncias de um tergo da regido N-
terminal, determinou-se que o terco amino-terminal da proteina NS3 dos flavivirus
possui caracteristicas estruturais similares a familia da tripsina sendo, portanto
uma serina protease (Bazan e Fletterick,1990; Gorbalenya et al,1989). Isto foi
confirmado por mutagédo no centro catalitico ativo composto por trés residuos de
aminoacidos, que para VFA sao: histidinass, acido asparticoy; e serinazg, desta
protease. A triade de aminoacidos componente do sitio catalitico da proteina NS3
também foi alvo de estudos de mutagénese (Chambers et al,1990).

Estes dados mostram que a poliproteina contém uma sequéncia amino-
terminal sinal que da inicio ao processo de codificacdo das proteinas nao
estruturais NS2A e NS2B e, o segmento amino-terminal da NS3, que é
proteoliticamente clivado in vitro na presenga da membrana do RER (Chambers et
al., 1990c; Pugachev et al., 1993; Valle and Falgout, 1998; Wengler et al,1991;
Zang et al., 1992) nos sitios amino e carboxi-terminal da proteina NS2B.

Estudos sobre a atividade de clivagem no genoma de VDEN2 deu
importante contribuicdo para entendermos a clivagem das proteinas NS2A-NS2B
e NS2B-NS3 (Preugschat et al,1990). A clivagem entre NS2A-NS2B ¢é
dependente da proteinase NS2B-NS3 como observado em experimentos de
mutagénese do VFA (Nestorowicz et al,1994). No entanto, a atividade de
clivagem pelo dominio da proteinase NS3 é também necessaria para a clivagem
da proteina NS2B (Chambers et al,1991; Falgout et al,1991).

Um modelo estrutural para NS3 baseado em estudos de homologia contém
ainda, uma helicase na regido central e a RNA trifosfatase no dominio carboxi-
terminal, atvidades estas importantes na replicagdo do RNA (Gorbalenya et al.,
1989; Wengler et al, 1993). Os mecanismos enzimaticos da replicacdo do RNA
utilizam a energia liberada da hidrolise do ATP para formacédo do RNA duplex,
estimulando a atividade de NTPase, isto ja demonstrado de varias formas
inclusive com experimentos usando a NS3 truncada na regido N-terminal (Kuo et
al., 1996; Li et al., 1999; Takegami et al., 1995; Warrener et al., 1993; Wengler
and Wengler, 1991). A atividade de NTPase dessa proteina aumenta na presenga
da NS5 (Chen et al., 1997; Cru et al., 1998). Além da atividade de NTPase, a

regido C-terminal da NS3 codifica uma atividade de RNA trifosfatase (RTPase)



(Wengler and Wengler, 1993). Esta atividade é importante na defosforilacdo da
extremidade 5 do RNA gendmico antes da adigdo do CAP (Wengler and Wengler,
1993).

NS4A e NS4B

Sao pequenas proteinas com peso molecular de 16 e 27 kDa,
respectivamente, hidrofébicas e com fungéo desconhecida. A regido C terminal da
NS4A age como uma sequéncia sinal para a translocagcdo da NS4B para dentro
do lumen do RE. Todavia, como mencionado anteriormente para a proteina de
capsideo, o processamento da juncdo NS4A-NS4B requer uma sequiéncia
peptidica sinal, para que a serina protease NS2B-NS3 faga a clivagem necessaria
(Lin et al, 1993; Preugschat and Strauss, 1991). Ainda ndo esta claro por que
estes eventos de clivagens sao coordenados dessa maneira. Além disso, tém sido
observadas formas de NS3-NS4A e NS4A-NS4B nao processadas (Chambers et
al, 1990; Lobigs 1992; Preugschat and Strauss, 1991). A proteina NS4B é uma
proteina de transmembrana que esta localizada em sitios de replicagdo e no
nucleo (Westaway et al., 1997). Esta proteina € modificada apés a tradugéo para
uma forma que migra muito rapidamente em SDS-PAGE (Chambers et al., 1990;
Preugschat and Strauss, 1991), mas a funcdo da NS4B e a natureza desta
modificacdo ainda ndo estado determinadas (Lindenbach and Rice, 2003). Alguns
estudos tém demonstrado que a interagdo genética entre as proteinas NS1 e

NS4A é necessaria para replicacdo do RNA (Lindebach and Rice, 1999).

NS5

A NS5 é a maior proteina viral, com peso molecular de cerca de 103 kDa,
bem conservada em termos de sequéncia de aminoacidos (60-70%) entre os
flavivirus e esta envolvida na replicagdo do RNA. Ela contém na regidao N-terminal
uma atividade de processamento de CAP do RNA e na regido C-terminal uma
atividade de RNA polimerase dependente de RNA (RPdR). A NS5 pode ser
fosforilada por serina quinase(s) associada(s) a serina-treonina (Kapoor et al.,
1995; Morozova et al., 1997; Reed et al., 1998).

A regido N-terminal (aminoacidos 60 a 132) da NS5 tem uma homologia
com S-adenosil-metionina (SAM) — dependente de metiltransferase, sugerindo

que esta proteina esteja envolvida na formacdo do CAP 5’-terminal (Koonin,



1993). O suporte para esta hipotese veio de um estudo que demonstrou que o
dominio N-terminal da NS5 de VDENZ2 pode transferir grupos metil para SAM,
estimulando a formagdo do CAP no RNA (Egloff et al., 2002). Além disso, este
grupo determinou a estrutura da NS5 cristalizada (residuos 7 a 267 na resolugéo
de 2.4 A), validando a similaridade estrutural entre esta regido e outras
metiltransferases (Egloff et al., 2002).

A regido C-terminal da NS5 contém homologia significante com a RPdR de
outros virus RNA de cadeia positiva (Koonin, 1993; Rice et al., 1985). A atividade
de polimerase dessa proteina tem sido confirmada com o desenvolvimento da
proteina NS5 recombinante, e o maior produto destas reacdes in vitro parecem
ser o seu proprio RNA (Ackerman and Padmanabhan, 2001; Guyatt et al., 2001;
Tan et al., 1996).

Resumidamente, a NS5 tem uma funcdo de RPdR e deve estar localizada
nos sitios de replicacdo do RNA. Esta proteina forma um complexo com a NS3
(Kapoor et al., 1995) e pode estimular a atividade de NTPase da NS3 (Cui et al.,
1998). Isto sugere que, talvez apenas uma fragdo resida em complexos de

replicacao ativa (Lindenbach and Rice, 2003).

1.2.5 - Diversidade Genética

A comparacao da sequéncia de aminoacidos do virus VDEN2 e VDEN4
mostraram que eles compartiiham 65% de similaridade de aminoacidos. Isto
também acontece com outros flavivirus dentro de um mesmo complexo
soroldgico, como os pertencentes ao complexo das encefalites (WNV, MVE,
KUNV, JEV e VILH), onde os seus membros dividem 65-75% de identidade
(Strauss JH, 1989 e Cruz et al, 1997).

A distribuicdo das variantes genéticas de isolados do virus DENV1,
VDEN2, VDEN3 e VDEN4 no mundo, foram identificadas utilizando o
sequenciamento parcial da regiao estrutural do genoma viral (Rico-Hesse, 1990;
Lanciotti, et al.,1994, 1997; Gongalvez et al., 2002). A relagdo genética entre
isolados de virus VDEN de varias regides geograficas em varias areas endémicas
do mundo permitiu o estabelecimento de grupos genotipicos distintos com 5% ou

mais de divergéncia nucleotidica (Tabela 01).



No Brasil estudos filogenéticos realizados com sequUéncias de 240
nucleotideos da jungdo dos genes das proteinas E/NS1 de virus isolados em
varias regides do pais desde 1988, mostraram que desde a introdugdo do VDEN1
e VDEN2, ndo ocorreram mudangas no perfil genotipico, permanecendo os
gendtipos | e lll, respectivamente (Miagostovich et al., 2003; dos Santos et al.,
2002; Santos et al., 2004; Pires Neto et al, 2005).

Analise de recombinagdo génica fora realizada para VDEN1 e VDEN2, e
nao apresentou nenhuma evidéncia genética de recombinagéo nos virus VDEN
circulante no Brasil até o presente (Santos et al., 2004).

Estudos filogenéticos com virus VDEN3 isolados no Brasil, ainda nao foi
realizado, ha apenas a caracterizagdo genética de um VDENS isolado no Rio de
Janeiro, que o agrupou no gendtipo Il que incluem a maioria dos virus do

Sudeste Asiatico.

Tabela 01. Distribuicdo dos genétipos dos virus VDEN

SOROTIPO GENOTIPO REFERENCIAS
VDEN1 1: Américas, Africa e Sudeste da Asia;
2: Sri Lanka;
3: Japéo;
4: Sudeste da Africa, Sul do Pacifico, Rico-Hesse, 1990
Australia e México; Gongalvez et al., 2002

5: Taiwan e Tailandia

VDEN2 1: Caribe e Sul do Pacifico;

2: Taiwan, Filipinas, Nova Guiné e
Tailandia antiga;

3: Vietna, Jamaica e cepas Thailandesas; | Rico-Hesse, 1990
4: Indonésia, Seychelles, Burkina Faso e Rico-Hesse, 1997
Sri Lanka;

5: Africa do Sul;
6: American.

VDEN3 1: Indonésia, Malasia, Filipinas e llhas do
Pacifico Sul;

2: Tailandia; Lanciotti et al., 1994
3: Sri Lanka, india, Africa e Samoa;
4: Porto Rico e Tahiti

VDEN4 1: Filipinas, Tailandia e Sri Lanka;
2: llhas do Caribe e América Central.

Lanciotti et al., 1997




1.2.6 - Replicagao Viral

O conjunto de replicacédo do RNA viral é organizado pelas proteinas nao
estruturais, junto com o RNA molde genémico, e presumivelmente com alguns
fatores do hospedeiro, como membranas citoplasmaticas. A co-localizagdo do
RNA viral e proteinas NS3 e NS5 tém indicado que complexos de vesiculas sao
os principais sitios de replicagdo do RNA (Mackenzie et al., 1996; Westaway et
al., 1997; 1999). A replicacdo comega com a sintese de uma fita RNA negativa,
que serve como molde para a sintese de fita de RNA positiva adicional. A sintese
de RNA é assimétrica, sendo 10 a 100 vezes o excesso de fitas positivas sobre as
fitas negativas (Cleaves et al., 1981; Muylaert et al., 1996).

O ciclo de multiplicagéo viral ocorre totalmente no citoplasma das células
infectadas e envolve poucas organelas celulares (Figura 03). A replicacdo dos
flavivirus pode ser estudada em uma grande variedade de linhagens celulares.
Evidéncias sugerem que os flavivirus entram nas células por endocitose mediada
por receptores, provavelmente pela ligagdo da proteina E do virion a receptores
da membrana plasmatica da célula hospedeira (Gollins et al., 1985). A ligagao da
proteina E a receptores celulares induz a formacao de vesiculas endociticas
recobertas por clatrina. Apds a internalizacdo por endocitose, mediada por
receptor, os virus sao liberados no citoplasma por mudancas conformacionais
induzidas por pH acido, que levam a exposi¢ao do peptideo de fusao (Allison et
al., 1995 e 2001; Heinz e Allison, 2001). Estas alteragcbes causam a trimerizagao
da proteina E (Stiasny et al., 1996; Modis et al., 2004).

O nucleocapsideo € liberado no citoplasma por meio de fusdo do envelope
com a membrana de vesiculas endociticas, catalizada por baixo pH (Gollins et al.,
1986a e 1986b). No citoplasma da célula hospedeira, o genoma de RNA positivo
serve como RNAm para a tradugao das proteinas estruturais e nao estruturais e
também como molde para a sintese de uma fita complementar negativa que, por
sua vez, servira de molde para a sintese de mais fitas positivas a serem utilizadas
na montagem de novas particulas virais. A replicagdo € um processo
semiconservativo e envolvem intermediarios e formas replicativas intermediarias
(dupla fita) (Cleaves et al., 1981).

A montagem das particulas virais ocorre em intima associagdao com o RE

das células hospedeiras. Durante a montagem do virion, o dominio citoplasmatico,




altamente basico, da proteina C interage com o RNA gendmico viral para formar o
nucleocapsideo precursor. As proteinas prM e E sdo deslocadas para o RE,
posicionando seus dominios carboxi terminal hidrofdbicos na bicamada lipidica. A
formacao das particulas virais ocorre através do revestimento do nucleocapsideo
viral com as proteinas do envelope, ancoradas na membrana do RE celular
(Figura 8). A clivagem de prM ocorre provavelmente proximo ou durante a
liberagdo do virus, ja que ndo se detecta proteina M nas particulas intracelulares.
E pode estar relacionada com o desencadeamento de mudancgas no envelope que
promovem a infectividade (Wengler et al., 1989). Os virus brotam para a luz do
RE adquirindo uma membrana lipidica (envelope), assim, os virus se mantém
soluveis nas cisternas do RE. A progénie viral € transportada em vesiculas para a
membrana plasmatica e dai liberadas por exocitose através do sistema de Golgi

(revisado por Chambers et al., 1990a).



Figura 8 - Ciclo celular dos flavivirus
1) Adsorgéo
2) Endocitose (receptores?)
3) Fusdo a membrana em pH baixo
4) Desencapamento e liberagao do RNA
5) Tradugao e processamento da poliproteina
6) Sintese de RNA
7) Morfogénese, maturagédo e transporte (Complexo de Golgi e vesiculas)
8) Fusdo a membrana plasmatica e saida da progénie viral (Adaptado de
Jabor, 2001)




1.2.7 - PATOGENESE DO VDEN

A FHD é a principal causa de mortalidade em infec¢des pelo virus dengue.
A patogénese da FHD nao esta definida, no entanto dados disponiveis sugerem
fortemente que a maioria dos casos de FHD é causada por mecanismo
imunopatologico (Rothman, 2004).

Durante muitos anos a patogénese de FHD tem sido uma controvérsia.
Alguns trabalhos argumentam que infec¢gdo secundaria é o principal fator na
gravidade da doencga, enquanto que outros indicam a viruléncia viral (Hammon,
1973; Kouri et al.,, 1987). As caracteristicas do hospedeiro sdo também
importantes (Guzman and Kouri, 2002).

FHD ocorre como uma consequéncia de um mecanismo muito complexo,
onde o virus, hospedeiro e resposta imune do hospedeiro interagem para
determinar a gravidade da doenga que ocorre em 2 a 4% dos individuos com
infeccdo secundaria (Guzman et al., 1997). Uma hipotese para o desenvolvimento
das epidemias com FHD foi publicada em 1987 a partir das experiéncias em Cuba
(Figura 9). A intersecao de trés grupos de trés grupos de fatores (hospedeiro,
fatores epidemioldgicos e virais) determina a ocorréncia de uma epidemia de
FHD. A elevada densidade do vetor, a ampla circulagdo do virus e a populagao
susceptivel (risco de infecgdo secundaria) sdo necessarias para aumentar o
numero de casos de FHD (Kouri et al, 1987).

Aspectos epidemioldgicos e virais sao determinantes para epidemia de
uma doencga. Fatores de riscos individuais tais como: sexo, raca e doengas
crénicas sao fatores de predisposicao que fazem a doencga mais frequente em
certos grupos raciais e idade (Guzman and Kouri, 2002). Todavia, a preexisténcia
de anticorpos € principal fator de risco. Niveis de anticorpos devem ter um papel
dominante no direcionamento da infecgdo por dengue seja para mais ou para

menos ceélula infectada (Guzman and Kouri, 2002).
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Figura 9: Hipotese dos fatores de risco para FHD.

Epitopos da proteina E sdo capazes de induzir anticorpos neutralizantes,
homélogos e heterélogos. Pessoas infectadas com um sorotipo mantém a
imunidade protetora para o resto da vida para a infecgdo pelo virus homologo
embora imunidade protetora com sorotipo heterélogo seja baixa. Durante a
infeccdo secundaria com um sorotipo diferente, ha a presenga de baixas
quantidades de anticorpos neutralizantes heterotipicos que podem ou n&o
prevenir infecgao (Halstead, 1993).

Por outro lado, anticorpos heterotipicos formam complexos com VDEN que
facilitam a entrada dos virus opsonizados através dos receptores FcyRII via
porcado Fc da IgG de fagdcitos mononucleares (mondcito e macréfagos) e como
consequéncia ha um elevado numero de células infectadas, desencadeando o
mecanismo da amplificagdo da infecgdo dependente de anticorpos (ADE)
(Halstead, 1993; Halstead et al, 1967; Morens, 1994; Rothman, 2004).

Estudos epidemioldgicos e soroldgicos feitos na Tailandia e Cuba sao
exemplos da importancia da infecgdo secundaria como fator de risco de FHD.
Desde a primeira observagao feita por Halstead et al. 1970, FHD tem estado
presente em situagdes onde ha mais que um sorotipo circulando (PAHO, 1994;
Guzman et al, 1997; Sangkawibha et al, 1984; Morens, 1994; Guzman et al,



1981). Ao lado da infecgdo secundaria, doengas crbnicas tais como: asma
brénquica e diabetes estdo incluidas entre os fatores de riscos de FHD.

Anticorpos neutralizantes sdo os fatores chaves na etiopatogenése da
doenca, contudo a resposta imune celular € também importante. A proteina NS3
parece ser o maior alvo das células T do tipo CD4+ e CD8+, embora alguns
epitopes de células T reconhegam outras proteinas tais como proteinas de E e C.
A magnitude da proliferagdo de sorotipos dengue heterologos € variavel
dependendo de diferentes fatores tais como sorotipo causador da infeccéo
primaria e a etnicidade do individuo.

As citocinas podem ser liberadas diretamente de mondcitos e macrofagos
como resultado da infecgcédo ou apos interagcdes entre células imunes e infectadas,
ou ambas. Elas podem induzir extravasamento de plasma, aumento de interferon
v, interleucina (IL) 2 e fator de necrose tumoral (TNF) o em casos de FHD. Todos
esses fatores estdo envolvidos no desencadeamento das sindromes
hemorragicas por DENV.

Apesar destes conhecimentos, ainda ndo estdo bem definidos os fatores
virus especificos e do hospedeiro que determinam porque certos individuos tém
apenas FD branda e outros desenvolvem FHD. Sequéncias de aminoacidos e
nucleotidica de diferentes sorotipos sao estudadas para definir possiveis
marcadores moleculares de atenuacao e viruléncia. Comparacdes de sequéncias
de cepas virulentas e atenuadas demonstraram que mutagdes podem ser

importantes para atenuagéao (Guzman e Kouri, 2002) (Tabela 02).

Tabela 02: Resumo das teorias propostas da patogénese de VDEN

HIPOTESES DEFINICOES
Teoria da Facilitagao por Anticorpo Anticorpos heterdlogos preexistentes
(Antibody Enhancement) reconheceriam o virus infectante e

formariam um complexo antigeno-
anticorpo, cuja ligacao ao receptor Fcy
(Fc yR), através da porcdo Fc da
imunoglobulina G (IgG), resultaria no
aumento da infeccao (Halstead, 1980).

Teoria da Viruléncia O DENV submetido a uma pressao
seletiva apropriada, como a replicagao
no seu hospedeiro vertebrado e
invertebrado, desenvolve variacdes




HIPOTESES DEFINICOES

genéticas que conferem aumento na
viruléncia e no potencial epidémico
(Rosen, 1977,1986; Rico-Hesse cols,
1997; Leitmeyer et al, 1999).

Teoria do Mimetismo Molecular Teoria baseada numa resposta auto-
imune do hospedeiro (Markoff et al,
1990; Chungue et al, 1994; Lin et al,
2000).

Imunopatologia do Dengue Patologia mediada pela ativagédo do
sistema imune inato e adaptativo
durante a infecgdo (Rothman & Ennis,
1999).

1.2.7.1 - Manifestagdes Clinicas

Infeccdo pelo virus dengue (VDEN) pode ser assintomatica ou pode
conduzir a um amplo quadro clinico levando a morte. O periodo de incubagéao é
de 3-14 dias (em média 4-7). A maioria das infec¢gdes por VDEN € caracterizada
por febre indiferenciada com ou sem exantema, principalmente em criancas e

jovens em areas endémicas (Travassos da Rosa et al, 1997).

Febre de Dengue (FD)

Adultos e jovens podem desenvolver uma sindrome febril branda ou febre
de dengue (FD), consistindo de febre alta, cefaléia severa, dor retro-orbital,
mialgia, artralgia e exantema maculo-papular. Sinais de sangramento na pele tais
como, teste de torniquete positivo, petéquias ou equimoses sao observadas em
alguns pacientes. Casos de FD com complicagdes de sangramento, como
epistaxis, sangramentos gengivais, intestinais, gastrointestinal, hematuria e
hipermenorréia podem ser observados durante algumas epidemias, a
trombocitopenia tem sido também registrada em alguns casos. O VDEN
desaparece do sangue cerca de 5 dias apdés o aparecimento dos sintomas,
coincidindo com o desaparecimento de febre. A FD é uma doenga muito

incapacitante, contudo seu progndstico é benigno.




Febre Hemorragica do Dengue (FHD)

A febre hemorragica de dengue (FHD) se diferencia da FD tipica com a
ocorréncia de formas mais graves pouco comuns, onde a principal caracteristica
patofisioldgica observada é o extravasamento de plasma. Os sintomas mais
comuns observados na FHD sao: febre alta, sangramentos, trombocitopenia
moderada (abaixo de 100.000/mL) e hemoconcentragéo (hematocrito elevado até
20%) caracterizando a severidade da doenga. Hepatomegalia tem sido também
um importante sinal em diferentes quadros clinicos (Travassos da Rosa et al,
1997; PAHO, 1994, WHO, 1997 & Guzman, 2002).

Tanto FD como FHD comecam com uma subita elevacdo da temperatura.
Apoés 3-4 dias sinais de hemorragia tais como petéquias, equimoses, epistaxis ou
sangramento gengival ou gastrointestinal sdo observados em casos de FHD. A
perda de plasma através de: extravasamento pleural e hipoproteinemia sao
comuns. Algumas pacientes podem desenvolver colapsos circulatérios pela perda
de plasma, levando a sindrome de choque de dengue (SCD), apresentando pulso
baixo ou hipotenséao, pele fria e umida e quadro mental alterado (PAHO, 1994,
WHO, 1997 & Guzman and Kouri, 2002) (Tabela 03).

Tabela 03: Divisdo do grau de severidade das apresentagdes clinicas de dengue
(Segundo a OMS)

GRAU DE MANIFESTACOES CLINICAS

SEVERIDADE

I Febre, cefaléia, dor retroorbital, mialgia, artralgia e mal estar.

I Além dos sintomas anteriores acrescidos de: nauseas, vomito,
alteracdo de sensagao do gosto, exantema, dores nos 0ssos,
leucopenia, trombocitopenia e elevacdo de enzimas

hepaticas.

11l Além dos sintomas anteriores acrescidos de: manifestacdes
hemorragicas, com sinais de falhas circulatoria,
extravasamento de plasma, teste do torniquete positivo,

petéquias, efusao pleural, hiproteinemia e ascite.

A\ Inicia com o grau | e evolui sucessivamente para o Il e lll até




GRAU DE MANIFESTACOES CLINICAS

SEVERIDADE

desencadear uma sindrome de choque, que é definida como
FHD com sinais de falhas circulatérias em decorréncia das
manifestagcbes hemorragicas, incluindo diminuigdo do pulso,
hipotensao, hepatomegalia, aumento dos niveis enzimaticos,

dores abdominais, vomito persistente, subita mudanca de

febre para hipotermia com sudorese e prostacao.

Outra manifestagdo clinica ndo comum da infecgdo de dengue € o
envolvimento do sistema nervoso central (SNC). Desordens neurolégicas podem
ocorrer em ambos os casos FD e FHD. Em FD, sintomas neurolégicos variam de
irritabilidade e depressao por causa de paralisia motoneural até encefalites com
convulsdao e morte. Encefalopatia em FHD pode resultar de anoxia cerebral,
edema, hemorragia intracranial e oclusdo de vasos. Em geral, sintomas
encefalicos em FHD s&o atribuidos a defeitos do figado e edema associado com
extravasamento vascular cerebral, contudo em FD a patogénese de encefalopatia
estd pouco esclarecida (Guzman and Kouri, 2002). Embora a ocorréncia de
complicagdes neuroldgicas durante infeccado de dengue seja discutivel a nao
esteja bem esclarecida, frequentemente infecgdo de dengue tem sido associada
com encefalopatia seguida por choque e hipoxemia do sistema nervoso central
(SNC) com comprometimento da camada cinzenta do cérebro (Cunha et al., 1999;
Kunishige et al., 2004; Lum et al., 1996; Ramos et al., 1998; Row et al., 1996;

Sumarmo et al., 1978; Vasconcelos et al., 1998).

1.2.7.2- Organizagao do sistema nervoso central (SNC)

Para entendermos melhor o mecanismo de neuroviruléncia deve-se ter
nogao da organizagdo do SNC incluindo os tipos celulares encontrados. O SNC é
composto por dois tipos celulares: os neurénios e as células da glia. Neurdnio e
glia representam diferentes componentes de uma unica unidade funcional, sendo

que a funcionalidade cerebral depende da sinalizac&o entre eles.



O neurbnio é uma unidade sinalizadora do SNC. E uma célula com
morfologia polarizada e esta adaptada para fungdes de transmisséo e
processamento de sinais, tem muitos prolongamentos préximos ao corpo celular
(os dendritos), que funcionam como antenas para os sinais de outros neurdnios, e
um prolongamento longo que leva as mensagens do neurdnio para sitios
distantes (o axbnio). Sendo unidades funcionais de informag&o, os neurdnios
operam em grandes conjuntos que associados formam os circuitos ou redes
neurais.

As células neuronais apresentam caracteristicas morfolégicas, bioquimicas
e funcionais que adquirem ao longo de um processo de maturacdo. No plano
morfoloégico, o corpo celular (soma) cresce em volume e vao se formando os
prolongamentos dendriticos, até que a configuracdo de cada tipo celular esteja
estabelecida. Ao mesmo tempo, no pélo oposto aos dendritos, ocorre a emissao
de um axdnio que cresce numa direcdo determinada para buscar alvos sinapticos.

A diversidade morfolégica dos neurdnios pode ser classificada
considerando a forma e o tamanho do soma; a forma da arvore dendritica; e o
comprimento do axénio e a morfologia final. Existem neurbnios de variadas
dimensdes somaticas, com corpo celular esférico, elipséide, alongado, estrelado
ou piramidal. Os dendritos que emergem do soma podem ser complexos ou
muitos simples com pouca ou nenhuma ramificacdo, quando a célula nao
necessita captar informagdes aferentes de grande complexidade.

As células da glia representam o grupo mais numeroso de células do
cérebro, e tem fungdes estruturais, metabdlicas e de apoio trofico a neurdnios. As
células gliais sao divididas em duas classes principais: microglia e macroglia. As
microglias apresentam corpo celular pequeno e comportam-se como fagdcitos
que sao normalmente mobilizados apds infeccbes, lesbes ou doencgas
degenerativas do SNC (Ferrer e Sarmiento, 1980).

As trés classes funcionais principais da macroglia sdo os oligodendrécitos,
ependimdcitos e astrocitos. Iremos nos deter apenas na terceira classe da
macroglia, os astrocitos que por estar presente na maior parte do cérebro, se
originarem em parte da glia radial e terem durante o desenvolvimento um papel
crucial na construgdo do SNC.

Os astrocitos maduros possuem um corpo celular irregular e muitas vezes

apresentam prolongamentos relativamente longos que podem estar associados a



vasos, a superficie ventricular e a neurbnios. Podem ser divididos
morfologicamente em fibrosos e protoplasmaticos. Astrécitos fibrosos possuem
corpo celular pequeno, prolongamentos longos e finos, e sdo encontrados na
substancia branca, enquanto astrécitos protoplasmaticos possuem corpo celular
com prolongamentos mais curtos e mais ramificados e sao encontrados na
substancia cinzenta (Miller e Raff, 1984).

Em culturas primarias de células provenientes de fase embrionaria do
desenvolvimento do cérebro podem ser observados dois tipos de astrdcitos, tipo |
e tipo I, diferenciados morfologicamente e por fenétipo antigénico, por resposta a
fatores de crescimento e origem apartir de precursores distintos (Miller e Raff,
1984; Raffet al., 1983). Os astrocitos denominados do tipo | tém morfologia
poligonal e achatada, semelhante a fibroblastos, sdo estimulados a proliferar pelo
fator de crescimento de epiderme (epidermal growth factor — EGF) e apresentam
imunoreatividade para proteina acidica fibrilar glial (glial fibrilary acidic protein —
GFAP). A maioria dos astrécitos denominados tipo Il, apresentam prolongamentos
e sao ramificados, n&o proliferam em resposta a EGF e apresentam
imunoreatividade para GFAP. A diferenciagado das células gliais inicia-se com a
formagao de astroécitos tipo | a partir do seu precursor durante o desenvolvimento

embrionario.



2- JUSTIFICATIVA

O dengue é um importante problema de saude publica na maioria das
areas tropicais e sub-tropicais do mundo. Quatro sorotipos claramente distintos
(VDEN1, VDENZ2, VDEN3 e VDEN4) sédo conhecidos e associados a doengas em
humanos e epidemias em todos os continentes, exceto a Antartida, com uma
incidéncia anual estimada em 100 milhdes de casos ao ano (Halstead, 1988).

Nos ultimos anos, entre 1986 e 2004, mais de dois milhdes de casos foram
registrados no Brasil durante epidemias de VDEN causados pelos sorotipos
VDEN1, VDEN2 e VDENS3. Centenas de casos de FHD tém também sido
diagnosticados no Brasil, e as formas mais graves de dengue parecem estar
associadas com diferentes fatores de riscos: i) presenga de diferentes sorotipos
de VDEN,; ii) infeccdo secundaria na presencga de anticorpos nao neutralizantes
pré-existentes; e iii) fatores de susceptibilidade individual como raga, sexo, idade,
quadro nutricional, e imunoldgico.

O estudo genético de amostras isoladas de casos de FD e FHD tem
permitido determinar a origem evolutiva dos VDEN, associando-os ou ndo com a
gravidade da doencga nas epidemias.

O reconhecimento dos gendtipos do VDEN e suas origens fornecem
subsidios para que se possam monitorar os gendtipos mais virulentos na vigéncia
de epidemias e pode orientar a adogdo das medidas de controle. Por outro lado,
esses estudos podem também ajudar no esclarecimento da patogénese do VDEN
€ 0 mecanismo associado a resposta imune do hospedeiro, bem como, o
entendimento da influéncia do vetor na selegao das variantes genéticas.

Neste estudo nos propomos a analisar mais especificamente
caracteristicas virais relacionados com a viruléncia de amostras isoladas no
Brasil. Nos propomos também analisar as caracteristicas genéticas e bioldgicas
do VDENZ2 associado a manifestagdo de disturbios neuroldégicos isolado de
paciente em periodo epidémico. Vale ressaltar ainda, que o estudo realizado com
VDEN2 neurovirulento nos dara subsidio para o entendimento do mecanismo de

atenuacao e viruléncia, visando o desenvolvimento de vacinas quiméricas.



3- OBJETIVOS

3.1 - GERAL

Estudo molecular dos virus VDEN2 e VDEN3, por sequenciamento
nucleotidico parcial e caracterizacido de uma cepa de VDEN2 isolada de paciente

com FD e manifestagbes neuroldgicas.

3.2 - ESPECIFICOS

3.2.1- Caracterizagdo Genotipica
Analisar a variabilidade genética ao nivel dos genes prM/E de virus dos
sorotipos 2 e 3 isoladas em surtos ocorridos no Brasil, comparando
com aquela ja estudada no mundo, inclusive a detectada em
amostras de Ae. aegypti;
Correlacionar a gravidade da doenga com a circulagédo dos genatipos,

analisando seu grau de viruléncia.

3.2.2- Caracterizar genética e biologicamente a amostra de virus dengue
tipo 2 BEL61082, isolada de paciente com quadro clinico de mielite transversa.
Identificacdo de aminoacidos variaveis possivelmente associados ao
neurotropismo;
Estudo de Infecgao experimental em camundongos albinos suigos;
Estudo de Infecgdo experimental in vitro em cultura de células primarias
neurais de camundongos e ratos;
Estudo de Infeccdo experimental in vitro em cultura de linhagem

continua obtida de glioma humano.



4 - MATERIAIS E METODOS

4.1 - AMOSTRAS DO ESTUDO:

Em nosso estudo as amostras virais foram cedidas pela secao de Arbovirus
do IEC/SVS/MS (tabelas 04 e 05). Para contemplar os objetivos tivemos que
estabelecer alguns critérios, de acordo com o numero de amostra disponivel no
banco de virus. Como ha varias apresentagdes clinicas do VDEN, selecionadas
da seguinte forma: 1) quadro clinico da doenga — neste item utilizamos aqueles
que representassem uma variedade de manifestagcdo clinica; 2) data do
isolamento — foram utilizadas as amostras virais de VDEN2 isoladas no periodo
de 11 anos e para VDENS desde sua introducdo até 2003 ; 3) area geografica no
Brasil — foram selecionadas as que representavam a maioria das regides do pais
seguindo os critérios anteriores. Para ndo selecionarmos mutagbes no
processamento da amostra, os fluidos provenientes de isolamento viral foram

utilizados no maximo na segunda passagem da cultura celular.

Tabela 04 - Amostras de VDENZ2 dos casos clinicos estudados.

Amostra Ano do Espécime Quadro Procedéncia NuUmero

Isolamento Clinico de acesso
GenBank

BEL61082/ 2001 Fluido de cultura Mielite Para

H623360 celular# 1 e 2 /Soro Transversa AY644452

BEL63650/ 2000 Fluido de cultura FD Para

H628243 celular #1 AY775307

CEA2440/ 1994 Fluido de cultura FHD Ceara

H527541 celular #2 AY775303

CEA2462/ 1994 Fluido de cultura FD Ceara

H527821 celular #2 AY775304

CEA2463/ 1994 Fluido de cultura FD Ceara

H527822 celular #1 AY775305

GOI4191/ 2002 Fluido de cultura FD Goias

H666426 celular #1 AY775306

MIG1269/ 1995 Fluido de cultura FD Minas Gerais

H533198 celular #2 AY714061

RGN53/ 1991 Fluido de cultura FD Rio Grande do

H506347 celular #2 Norte AY778960

ROR1811/ 1996 Fluido de cultura FD Roraima

H547176 celular #2 AY778961

ROR1812/ 1996 Fluido de cultura FD Roraima

H547177 celular #2 AY714062

TOC2016/ 1991 Fluido de cultura FD Tocantins

H508744 celular #2 AY642588

Legenda: FD — Febre de dengue; FHD — Febre Hemorragica de dengue;




Tabela 05 - Amostras de VDENS3 dos casos clinicos estudados.

Amostra Ano do Espécime Quadro Procedéncia Numero de
Isolamento Clinico acesso
Genbank

*AM2394/ 2002 Soro FD Amazonas AY632355
H657637
Be70617 2002 Soro FD Para AY96025
H652477
Be73318 2003 Fluido de FD Para AY960628
H668518 cultura celular

#1
CE4739/ 2002 Soro FD Ceara AY960629
H656814
Goi1099 2003 Fluido de FHD Goias AY960630
H666425 cultura celular

#1
Goi1100 2003 Fluido de FHD Goias AY960631
H666426 cultura celular

#1
MTO3103 2002 Fluido de FD Mato Grosso AY960632
H650477 cultura celular

#1
RGN576 2003 Fluido de FD Rio Grande do AY960633
H665993 cultura celular Norte

#1
ROR3832 2002 Soro FD Roraima AY960634
H651502
ROR3845 2002 Fluido de FD Roraima AY960635
H651515 cultura celular

#1

Legenda: FD — Febre de dengue; FHD — Febre Hemorragica de dengue; *= caso importado do

Estado da Bahia.

4.2 - CEPAS DOS VIRUS CONTROLES

4.2.1 - Virus VDEN2 44/2

O virus VDENZ2 44/2 foi preparado pela propagagdo em células Vero de um
virus isolado (56344) derivado de trés passagens em células C6/36 a partir de
soro de paciente proveniente da cidade do Rio de Janeiro. Trés placas purificadas
foram passadas em células Vero e um lote semente primario foi preparado por

amplificagdo em células Vero (Caufour et al., 2001).

4.2.2 - Virus VFA vacinal 17DD

Virus vacinal VFA 17DD usado neste estudo foi cedida por Bio-
Manguinhos/Fundagdo Oswaldo Cruz. Esta cepa foi produzida no Laboratorio de

Tecnologia Virologica (LATEV) em células Vero a partir da inoculagdo de um

estoque 17DD102/84.




4.2.3 - Virus quimérico 17D/D2

O virus quimérico 17D/D2 usado no estudo foi construido por engenharia
genética dos genes prM/E do virus 17D pelo equivalente do VDEN2 44/2 (Caufour
et al., 2001).

4.2.4 - Sequéncias do Genbank para analise
Para andlise filogenética utilizamos sequéncias disponiveis no Genbank
que correspondem aos principais genotipos dos virus VDEN2 e VDEN3 e estéao

demonstradas na tabela 06.

Tabela 06: Sequéncias retiradas do Genbank (genbank/ncbi/nim/nih/gov)

Virus Ano do Procedéncia Numero de acesso
Isolamento GenBank
VDEN2 1944 Nova Guine C M32941
VDEN2 1964 Tailandia u87411
VDEN2 1980 Tailandia D00345
VDENZ2 1983 Mexico L04561
VDENZ2 1983 Jamaica M20558
VDENZ2 1990 Venezuela AF100466
VDENZ2 1992 Mexico AF100469
VDEN2 1993 Tailandia U31951
VDENZ2 1994 Tailandia AF100459
VDEN2 1994 Tailandia AF100460
VDEN2 1995 Tailandia AF100461
VDEN2 1995 Tailandia AF100462
VDEN2 1995 Peru AF100467
VDEN2 1996 Tailandia AF100463
VDEN2 1996 Tailandia AF100464
VDENZ2 1996 Peru AF100468
VDEN3 1956 H87-Filipinas M93130
VDEN3 1956 Filipinas L11423
VDEN3 1962 Tailandia L11440
VDEN3 1963 Porto Rico L11433
VDEN3 1965 Tahiti L11439
VDEN3 1973 Tailandia L11620
VDEN3 1973 Indonésia L11425
VDEN3 1974 Malasia L11429
VDEN3 1978 Indonésia L11426
VDEN3 1978 Indonésia L11427
VDEN3 1981 SriLanka L11431
VDEN3 1983 Filipinas L11432
VDEN3 1984 india L11424




Virus Ano do Procedéncia Numero de acesso
Isolamento GenBank
VDEN3 1985 Mogambique L11430
VDEN3 1985 SriLanka L11436
VDEN3 1986 Samoa L11435
VDEN3 1986 Tailandia L11441
VDENS3 1987 Tailandia L11442
VDEN3 1989 Tahiti L11619
VDENS3 1989 SriLanka L11437
VDEN3 1991 SriLanka L11438
VDEN3 1992 Fiji L11422
VDENS3 1998 Indonésia AB189126
VDEN3 1998 Indonésia AB189127
VDEN3 2001 RJ-BR AY038605
VDEN3 2001 RJ-BR AY679147

4.3 - MANUTENCAO DE CULTURA DE CELULAS

4.3.1 - Cultura de células da linhagem de Ae. albopictus clone C6/36.

Na propagagdo e manutengdo das células C6/36, utilizou-se o meio
Leibowitz (L-15) modificado com glutamina (Invitrogen/San Diego/USA), acrescido
de triptose (Difco), aminoacidos nao essenciais, penicilina (100 Ul/mL)
(Invitrogen/San Diego/USA), estreptomicina (100 pg/mL) (Invitrogen/San
Diego/USA), soro bovino fetal (SBF) (Invitrogen/San Diego/USA ) a 5% para meio
de crescimento e 2% para o de manutengao. As células foram mantidas em torno
de 28° C, com passagens semanais das células confluentes que estavam em
garrafas plasticas de 25 c¢cm? com 10 mL de meio de crescimento. Para a
preparagao dos tubos e garrafas usados na inoculagdo foram adicionados 2 mL
de meio na garrafa apenas para lavar a monocamada celular, desprezou-o em
seguida e acrescentaram-se 5 mL de meio L15 de crescimento. Posteriormente,
as células foram ressuspensas e diluidas na propor¢ao de 1:30 de meio de
crescimento, sendo distribuidos 10 mL por garrafa de 25 cm? e 1 mL por tubo de

16 X 125 mm que se deseje preparar para inoculagao.

4 .3.2- Cultura de células Vero

Vero € uma linhagem certificada (CCL — Certified Cell Line) de células

epiteliais de rim de macaco verde africano (Cercopithecus aethiops) adulto. Foram



obtidas da Colegao Americana de Culturas (ATCC, 1994) e pertencem a linhagem
CCL-81.

A manutencdo e estoque de células Vero sdo de responsabilidade de
técnicos do (LATEV/Bio-Manguinhos). Para a manutencéo de células Vero foram
utilizados frascos descartaveis de 175 cm? em meio de manutencdo 199/Earle
completadas e mantidas em estufa a 37 °C. As culturas sdo submetidas a
passagens semanais e uma parte dessas culturas era destinada ao nosso
trabalho.

As células Vero foram estocadas em ampolas mantidas congeladas em
nitrogénio liquido. Quando necessario, as ampolas foram descongeladas e as
células mantidas em cultura para uso diario. Nas condi¢des definidas
previamente, os lotes de células foram utilizados a partir da 8° passagem apés
descongelamento, e mantidos até a 152 a 192 passagem, quando era descartado
e um novo lote era iniciado.

As células foram preparadas para os ensaios com 24 h de antecedéncia
para todos os procedimentos. As monocamadas confluentes em frascos de
manutengdo de 175 cm? foram lavadas levemente duas vezes com 5 mL de
versenol/tripsina e dissociadas com 0,5 mL dessa solugdo, apds incubagao a 37
°C por 3 a 5 min. As células foram entdo ressuspensas em 5 a 10 mL de meio de
cultura 199/Earle completo e o numero de células estimado por contagem em
camara de Neubauer. A densidade celular, o0 meio de cultura, e o tipo de suporte
foram definidos pela necessidade de cada experimento. As culturas foram
mantidas em estufa a 37 °C com 5% de CO; para a manutengdo do pH do meio

nas culturas em sistema aberto (placas).

4.3.3 - Cultura primaria de Neurdnio

A cultura de neurdnios de cortex cerebral de ratos E16 foi realizada com a
retirada da meninge e, logo depois, dissecacdo das estruturas, que foram
mantidas em PBS-glicose. O cértex cerebral foi cortado em pequenos pedacgos, e
colocados com o auxilio de uma pipeta Pasteur num tubo de centrifuga contendo
3 mL de PBS-glicose. Foram adicionados 30 pl de tripsina (0,25%) colocou-se em
estufa de COy, a 37 °C, com leve agitacdo manual. Apds centrifugagao por 30 s a
1500 rpm, o sobrenadante foi desprezado e o precipitado dissociado com pipeta

Pasteur. Apds a decantagao foi recolhido o sobrenadante e feito a centrifugacao




das células livres em suspensao, em centrifuga clinica, a 1500 rpm por 2 min. O
sobrenadante foi desprezado e ao precipitado adicionado 3 mL de meio
Neurobasal/B27 (Gibco) acrescido de glicose (35 mM, Merck), glutamina (1 mM,
Calbiochem), bicarbonato de sédio (3 mM, Merck), penicilina/estreptomicina
(25U/mL/0,5 mg/mL, Invitrogen/San Diego/USA) e fungizona (2,5 ug/ml, Squibb).
As células foram contadas na camara de Neubauer e plagueadas na densidade
de 3x10° células/pogo, em placas de cultura de 24 pogos (Nunc, Naperville, USA)
contendo laminulas para imunofluorescéncia, previamente tratadas com poli-
ornitina (Sigma, St Louis, USA). A cultura de célula foi mantida em estufa a 37 °C
sob atmosfera umida e 5% de CO,. A observacgéo foi feita em microscépio de
contraste de fase Axovert S100 (Carl Zeiss, Germany), havendo a troca do meio a
cada 3 dias até que a monocamada estivesse semi-confluente aproximadamente
com 7 dias.

As laminulas utilizadas na preparacao das células foram tratadas com poli-
ornitina (1,5 w/mL, PM 1400/Sigma, St Louis, USA), durante a noite, para melhorar
a adsorgao e crescimento das células, esse procedimento foi feito para todos os

experimentos que envolveram cultura de células primarias.

4.3.4 - Cultura primaria de Astrécito

Para a preparacdo e manutencdo de células primarias de astrécitos foi
utilizada a técnica desenvolvida por Moura Neto et al. (1983), com algumas
modificagdes. Os animais sacrificados tiveram o cérebro dissecado, as meninges
retiradas, o material cefalico picotado em PBS/glicose e os fragmentos
dissociados com pipeta Pasteur (em PBS/glicose + tripsina 0,25%). Depois, as
células dissociadas foram incubadas em estufa a 37 °C/5 min. Apds incubacéao
foram colocadas em meio Dulbeco’s Modified Eagle Medium (D-MEM/F12, Gibco)
com 10% de SBF e homogeneizadas. A seguir as células foram centrifugadas
3000 rpm/3 min e o sobrenadante desprezado, este processo de lavagem foi
repetido. As células foram ressuspensas em meio D-MEM/F12 com 10% de SBF.
Apoés dissociagdo, as células foram contadas em camara de Neubauer e
distribuiu-se 10° células/pogo nas placas de cultura de 24 pogos contendo
laminulas para imunofluorescéncia e garrafas de cultura 25 cm? (Nunc, Naperville,
USA), previamente tratadas com poli-ornitina (1,5 w/mL, PM 1400/Sigma, St Louis,

USA). Manteve-se a cultura em estufa a 37 °C (atmosfera umida) e 5% de CO,,



até a formacdo da monocamada celular e posterior infeccdo com o virus em

estudo.

4.3.5- Cultura de Glioma Humana linhagem U87

O astrocitoma humano de grau lll, U87 MG, oriundo do American Type
culture Collection (ATCC HTB 14/Maryland/USA) foi cedido pelo Dr. Vivaldo
Moura Neto e mantido em meio de cultura como descrito abaixo.

As células U87 foram descongeladas em banho-maria a 37 °C e apos
adicao de meio MEM F-12. As células foram centrifugadas a 3000 rpm/2 min. O
precipitado foi ressuspendido em 3 mL de MCS e as células foram dissociadas
mecanicamente com pipeta Pasteur e transferidas para uma garrafa de cultura.
Quando as células atingiram 80% de confluéncia foram tratadas com tripsina
0,25% a 37 °C. Apdés 5 min a tripsina foi inativada com MCS e as células
passadas para outras garrafas e/ou placas de cultura com laminula em MCS, de
acordo com o experimento programado. As culturas celulares foram mantidas em

estufa sob atmosfera umida com 5% de CO, e uma temperatura de 37 °C.

4.4 - ISOLAMENTO VIRAL DAS AMOSTRAS DO ESTUDO E PREPARACAO DE
ESTOQUE.

Os soros ou plasmas dos pacientes diluidos 1:100, em solugdo de PBS
pH7,0 com penicilina e estreptomicina, foram inoculados em tubos de 16 x 125
mm contendo monocamadas de células C6/36 confluentes, 3 a 4 dias apds a
passagem. Os tubos foram incubados a TA e observados diariamente em
microscopio oOptico invertido até a verificacdo de ECP ou até o 10° dia. Nesse
ponto as suspensodes de células foram coletadas, e utilizadas para confirmagao do
sorotipo por imunofluorescéncia indireta (IF) e/ou teste da reag&o de transcrigdo
reversa - reagao em cadeia da polimerase (RT-PCR) ou armazenada em freezer —

80 °C até o uso.

4.5- TECNICA DE IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA (IFI):

O método utilizado foi o descrito previamente por Gubler et al. (1984).

Foram usadas células C6/36 inoculadas com soro ou plasma e como controle



negativo foi usado células nado infectadas. As células foram distribuidas nas
ldminas (20 -L em cada orificio) secas a TA e em seguida fixadas com acetona PA
durante 15 min a -20 °C, sendo, depois as laminas secas a temperatura
ambiente. Em seguida, foram acrescidos 10 pL de anticorpos monoclonais
(CDC/Atlanta/USA) para VDEN1, VDEN2, VDEN3 e VDEN4 individualmente na
diluicdo de 1:40 em PBS (pH 7,4) e as laminas incubadas a 37 °C em camara
umida durante 30 min. A seguir, as laminas foram lavadas em PBS por cinco
minutos, e uma vez, rapidamente, em agua destilada e, seca a temperatura
ambiente. Em seguida, foram adicionados 10 puL do conjugado anti-anticorpo de
camundongo ligado a isotiocianato de fluoresceina (Sigma, St Louis, USA) na
diluicdo de 1:60 em PBS pH 7,4 sendo entdo, as laminas incubadas a 37 °C em
camara umida durante 30 min. Repetiu-se, entdo o mesmo processo de lavagem
com PBS e agua destilada como descrito anteriormente. Finalmente, as laminas
foram secas a TA, adicionada glicerina pH 8,2 e laminulas de vidro. A leitura foi
realizada em microscopio de fluorescéncia (CARL ZEISS/GERMANY), com epi-

iluminagao, aumento final de 400 vezes.

4.6- INFECCAO DAS CULTURAS CELULARES (PRIMARIAS — NEURONIOS E
ASTROCITO/CONTINUAS — U87)

As inoculagdes foram feitas pela infeccdo de monocamadas de células em
placas de cultura de 24 pogos contendo laminulas, acrescentou-se o inoculo no
volume de 200 uL (moi= 1) e foi deixado para adsorgao por 1 hora em estufa com
5% de CO, a 37 °C, em seguida foi retirado o inoculo, acrescentado 1 mL de meio
e levado para incubagdo a 37 °C, 5% de CO,. Durante 4 dias foi observada a
presenca de ECP a cada 24 horas e coletados os sobrenadantes das células (24,
48, 72 e 96 h). Os sobrenadantes foram colocados em microtubos 1,5 mL e
armazenados em freezer —70 °C, para posterior uso. A fixacdo das laminulas
consistiu na adicao de paraformaldeido 4% nos pogos e incubagdo por 5 min a
temperatura ambiente, seguiu-se 5 lavagens com PBS pH 7,0. As laminulas foram

imersas em PBS a temperatura de 8 °C até o momento do uso.



4.7- TITULACAO VIRAL

A titulagao viral foi realizada pela contagem do numero de placas de lise
produzidas em monocamadas de células Vero, sob meio de crescimento
199/Earle/CMC. Foram usadas placas de 24 pocos, com células Vero semeadas
a densidade de 10° células/cm?, 24 horas antes do uso. Para a infeccdo, foram
feitas diluicdes seriadas (10" a 10°) da suspensdo viral e inoculacdo da
monocamada com 0,1 mL de cada diluigdo, com incubacédo de 1 h a 37 °C em
atmosfera de 5% de CO,, com agitagdo periddica. Em seguida, o indculo foi
retirado e adicionamos 1 mL de meio 199 Earle/CMC para uma incubacao de 7
dias em estufa a 37 °C com 5% de CO,. Apds esse periodo, as monocamadas
foram fixadas com formaldeido 10% e coradas com cristal violeta 0,04%. As
placas de lise presentes em cada diluicido foram contadas e o numero de
unidades formadoras de placas (PFU) por mL de amostra foi calculado.

O calculo do titulo viral foi feito segundo a férmula: n°® de placas de lise x
diluicdo correspondente x 10 (acerto do volume para 1mL uma vez que 0,1 mL foi
usado como indculo) seguindo-se o célculo do logaritmo na base 10 desse valor.
Os valores foram expressos em log1 pfu/mL.

O estoque viral do virus da febre amarela, linhagem 17DD, titulado

anteriormente, foi utilizado como referéncia para as titulagoes.

4.8- IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA COM DUPLA MARCAGAO

Antes de iniciar a primeira marcacdo foi feito um processo de
permeabilizacdo da membrana celular, colocou-se 50 uL de PBS + triton 0,2% e
incubou-se 5 min a temperatura ambiente. Em seguida fez-se uma fase de
bloqueio com 50 uL de BSA 5% por 30 min. Na cultura primaria de neurbnio de
rato foi feito um bloqueio, para evitar reagdes inespecificas, com 30 uL de soro de
rato normal diluido 1:100 em PBS + BSA 1% por 30 min a temperatura ambiente,
em seguida foi lavada 3 vezes com PBS, 5 minutos cada. A marcagdo com
anticorpo primario foi feito com 30 uL de fluido ascitico hiperimune para VDEN2
(IEC/SVS/MS, Belém, Para, Brasil), diluido 1:100 em PBS + BSA 1% e incubou-se
em camara umida durante a noite a 4 °C. O anticorpo secundario anti-IgG de

camundongo conjugado com rodamina foi diluido 1:5000 e distribuiram-se 30 uL



em cada laminula, e foi incubado por 1 h a TA, protegido da luz, apds esse passo
lavam-se as laminulas foram lavadas 3 vezes com PBS, 5 min cada.

A segunda marcacao foi feita com anticorpos contra marcadores celulares,
no caso de neurdnio foi usado anti B tubulina (Sigma, St Louis, USA) e para
astrocitoma anticorpos monoclonais anti-vimentina (DAKO). O anticorpo anti-f3
tubulina foi diluido 1:400 e anticorpos anti-vimentina na diluicdo 1:25 (DAKO) em
PBS + BSA 1% e colocado 30 uL em cada laminula e deixado incubando 1 h e 30
min em cuba umida em estufa a 37 °C. Em seguida foram lavadas 3 vezes com
PBS, 5 min cada. Posteriormente distribuiu-se 30 uL do anticorpo secundario anti-
camundongo conjugado com a fluoresceina (FITC) (Sigma, St Louis, USA),
diluido 1:500 em PBS + BSA 1% e deixado 1 h a 4 °C. A seguir foi lavado 3 vezes
com PBS, 5 min cada. Ao término adicionou-se 30 uL do marcador de nucleo
DAPI (4,6-diamidino-2-phenylyndole,dilactate) (Sigma, St Louis, USA) por 10 min.
Apos as ultimas lavagens com PBS, as laminulas foram passadas rapidamente na
agua destilada e montadas sobre Iaminas com N-Propil-galacto/PBS (0,2 M). As
células foram observadas pelo microscopio invertido Nikon Eclipse TE300 em
fluorescéncia, equipado com camera digital (CoolSNAP-Pros color, ROPER
SCIENTIFICTM Photometrics) acoplada a um computador com o software Image

Pro Express.

4.9 - EXTRAGCAO DE RNA

O método usado foi o do reagente Trizol LS (Invitrogen/San Diego/USA),
seguindo orientagcdes do fabricante. A técnica consistiu que para cada 0,25 mL de
amostra foi adicionado 0,75 mL de Trizol LS. Em seguida foi adicionado 0,2 mL de
cloroférmio para cada 0,75 mL de TRIzol LS, apds centrifugagcao a fase aquosa foi
retirada cuidadosamente evitando perturbar as outras fases e colocadas em
microtubos novos. Para precipitacdo do RNA, foram acrescida 0,5 mL de alcool
isopropilico (essa quantidade € para cada 0,75 mL de Trizol LS), seguido de
centrifugacéo e descarte do sobrenadante. Apds o sobrenadante ser desprezado
e o0 microtubo seco a TA, adicionou-se ao precipitado de RNA total 20 uL de agua
livre de RNase, incubou-se 5 min a 65 °C e resfriado por 5 min a temperatura
ambiente. O RNA foi utilizado imediatamente, ou estocado a -70 °C até o

momento do uso.



4.10- TESTE DE REACAO DA TRANSCRIPTASE REVERSA —SEMI-“NESTED” -
REACAO EM CADEIA PELA POLIMERASE (RT-SEMI-“NESTED”-PCR) PARA
SOROTIPAGEM DE VDEN DA AMOSTRA DE PACIENTE.

O teste de RT-Semi-“Nested”-PCR para sorotipagem de VDEN (Lanciotti et
al., 1992), a regidao amplificada neste teste corresponde ao gene da proteina
prM/M. Iniciou-se com a sintese do DNA complementar (cDNA) a partir do RNA
viral extraido. O RNA viral passou por um processo de desnaturagédo inicial (90
°C/2 min + 5 min no gelo), depois foi adicionada uma mistura de reagao do RT-
PCR contendo Tampao 1X, MgCl, 2mM, dNTPs 1 mM, DTT 0,02 mM,
oligonuclotideo 0,2 uM (D1/positivo + D2/negativo, Tabela 07) Inibidor de
Ribonuclease 5 U, enzima RT - MMLV 1,125 U, TAQ DNA polimerase 1,25 U e
Agua livre de RNAse e DNAse para um volume final de 50 uL por reacdo (todos
os reativos usados foram da Invitrogen/San Diego/USA) e amplificado com o
seguinte programa: 1 ciclo 45 °C/65 min (sintese de cDNA); 94 °C/2 min; Primeiro
PCR foram de 35 ciclos com oscilacdo de tempo e temperatura: 94 °C/60 s, 55
°C/2 min, 72 °C/3 min; 72 °C/10 min.

A partir do produto do primeiro PCR, realizou-se o segundo PCR diluindo-o
em agua livre de RNAse e DNAse (1:100). Em seguida, retirou-se uma aliquota
de 5 yL e adicionou-se uma mistura de reacdo do PCR contendo tampao 1X,
MgCl; 2mM, dNTPs 1 mM, DTT 0,02 mM, oligonuclotideo 0,2 uM (D1/positivo +
TS1-4/negativo, Tabela 07) Inibidor de Ribonuclease 5 U, enzima RT - MMLV
1,125 U, TAQ DNA polimerase 1,25 U e Agua livre de RNAse e DNAse para o
volume final de 50 pL (todos os reativos usados foram da Invitrogen/San
Diego/USA) e em seguida amplificado com o seguinte programa: 18 ciclos com
oscilacdo de tempo e temperatura: 94 °C/30 s; 55 °C/1 min; 72 °C/2 min. O
produto final foi analisado em gel de agarose 2% (Invitrogen/San Diego/USA),

apos coloracdo com brometo de etidio.



Tabela 07: Oligonucleotideos usados no RT-Semi-“Nested’-PCR

Nome do Sequéncia Posicédo no

Primer genoma
D1 57 -TCAATATGCTGAAACGCGCGAGAAACCG -3~ 134-161
D2 57 -TTGCACCAACAGTCAATGTCTTCAGGTTC -3~ 616-644
TS1 5”-CGTCTCAGTGATCCGGGGG-3” 568-586
TS2 57 -CGCCACAAGGGCCATGAACAG-3 232-252
TS3 57 -TAACATCATCATGAGACAGAGC-3~ 400-421
TS4 5”-CTCTGTTGTCTAAAACAAGAGA-3~ 506-527

411 - TRANSCRICAO REVERSA (RT) - REAGCAO EM CADEIA DA
POLIMERASE PCR PARA PREPARAGAO DE CDNA PARA O
SEQUENCIAMENTO.

O cDNA foi obtido diretamente do RNA viral pela transcrigdo reversa in
vitro. Inicialmente, tubos de 0,2 mL contendo 7 uL do RNA e 1 uL de
oligonucleotideo negativo (0,2uM/cada) (tabelas 08 e 09), foram incubados para
desnaturacdo da molécula de RNA a 90 °C por 2 min e deixados a temperatura
ambiente por 5 min. Em seguida foram acrescentados 12 uL da mistura da reagéo
de RT contendo tampao 1X, MgCl, 5 mM, dNTPs 1 mM, inibidor de ribonuclease
40 U e transcriptase reversa 1,5 U (todos os reativos usados foram da
Invitrogen/San Diego/USA). A sintese de cDNA foi feita a 45 °C por 1 h, foi em
seguida aquecida a 94 °C por 10 min e deixada a 4 °C até a adigdo da mistura do
PCR.

Ao volume final de 20 uL da RT foram acrescentados 30 uL da mistura de
PCR contendo tampéao 1X, MgCl, 2 mM, platinum TAQ DNA polimerase 2,5 U,
oligonucleotideos positivo e negativo (0,2 yM/cada) (todos os reativos usados
foram da Invitrogen/San Diego/USA). Os oligonucleotideos (tabelas 08 e 09) ndo
foram adicionados a mistura por ocasiao de sua preparacdo, mas a cada tubo de
PCR apo6s a adicdo da mistura e imediatamente antes de serem colocados no
termociclador. O programa para amplificacdo consistiu de uma desnaturagéo
prévia de 94 °C por 2 min, seguido de 35 ciclos, cada um composto por etapas de
desnaturacao a 94 °C/30 s, hibridizagao a 55 °C/30 s e extensao a 72 °C/2,5 min,

seguido de um ciclo de extensao final de 72 °C por 5 min.



Tabela 08: Oligonucleotideos usados na preparagao dos fragmentos de DNA para
sequenciamento para VDEN2

Nome do Sequéncia Posicédo no
Oligonucleotideo genoma
RG5 (positivo) 5”7 —TTCAGGAAAGAGGCTAGGAGGATGCTGAATATC- |339-371
3 Capsideo
RG125 (negativo) 5”—CTCATTGAAGTCGAGGCCCG-3~ 1514-1495
Envelope
RG124 (positivo) 5”-TGTGCTATGTTCACATGC-3~ 1275-1292
Envelope
RG32 (negativo) 5”—AGTCTTGTTACTGAGCGGATTCCAC-3” 2602-2578
NS1

Tabela 09: Oligonucleotideos usados na preparagao dos fragmentos de DNA para
sequenciamento para VDENS3.

Nome do Sequéncia Posicao
Oligonucleotideo no
genoma
P278 (positivo) 5% —CGCGGATCCACAGCAGGAGTCTTGGCTAGATGGGG -3~ 278-303
CP1559 (negativo) |5° —TGGTAACGGCAGGTCTAGGAACCATTG -3~ 1585-1559
P992 (positivo) 5% —TGGGTTGACGTGGTGCTCGAGCACGG -3~ 992-1017
CP2550 (nega) 5% —CGCGGATCCATGGCTGTTGCCACTCTTTTGGGGGA -3~ 2550-2525

4.12- ISOLAMENTO DE DNA DO GEL DE AGAROSE

Utilizamos para a purificagdo de DNA do gel de agarose o sistema
comercial QIAquick® Gel Extraction Kit (QIAGEN, Inc., Chatsworth, USA),
seguindo o protocolo descrito pelo fabricante. O DNA contido no gel de agarose,
apos eletroforese, foi corado com brometo de etidio e visualizado sob a luz
ultravioleta (360 nm). Com o auxilio de um estilete o pedaco de agarose com o
DNA foi separado e colocado em um tubo de 1,5 mL juntamente com 3 volumes
da solugdo QG para 1 volume do fragmento de gel (100 mg ~ 100 yL) e mantido a
50 °C por 10 min, apos total dissolugdo do fragmento do gel foi adicionado 1
volume de isopropanol correspondente ao volume da amostra e agitada. A
amostra foi colocada na coluna e centrifugada por 1 min a 14000 x g, descartou-
se o fluido retirado da coluna, para lavagem da coluna foi colocado 0,75 mL da
solugéo PE, e levado para centrifugagdo como anteriormente e o DNA eluido com
40 ul da solugao EB. A passagem pela coluna foi facilitada por centrifugacao a

14.000 x g (micro centrifuga Eppendorf) por 1 min.




4.13- SEQUENCIAMENTO NUCLEOTIDICO

O cDNA foi sequenciado em ciclos com o Kit ABI PRISM Dye Terminator
versao 3.0 (Applied Biosystems), que emprega o método de terminagao de cadeia
por didesoxiribonucleotideo (Sanger et al., 1977) marcados com diferentes
fluoréforos para cada nucleotideo na extremidade 3.

Na mistura para cada reacdo de sequenciamento continha 8 uL de
Terminator ready reaction mix, 2 uL (100 ng) do produto de PCR, 3,5 pmoles de
oligonucleotideos (tabelas 10 e 11) e quantidade suficiente de agua para um
volume final de 20 uL. A amplificagdo foi realizada usando o programa que
consistiu de 25 ciclos, cada um composto por etapas de desnaturacdo a 96°C por
10 segundos, hibridizagao dos iniciadores a 50 °C por 5 segundos e extenséo a
60 °C por 4 min. O produto final foi precipitado com adigdo de 80 uL de
isopropanol 75% (alcool isopropilico) (Merck). A mistura foi agitada, incubada por
20 min a temperatura ambiente e centrifugada a 14.000g por 25 min ao final
retirar e desprezar o sobrenadante, e em seguida o precipitado foi lavado com
200 pL de etanol a 70% e centrifugado a 12.000g por 5 min. O sobrenadante foi
descartado e mantido a temperatura ambiente até o etanol evaporar por completo.
O precipitado foi reconstituido em 5 uL de solugédo de formamida (Amresco)
deionizada 5:1 com azul dextran/EDTA (Applied Biosystem), aquecido a 95 °C por
2 min e submetido a eletroforese no sequenciador automatico ABI PRISM 377

(Applied Biosystems).




Tabela 10: Oligonucleotideos usados no sequenciamento de nucleotideos para

VDEN2
Nome do Primer Sequéncia Posicao no
genoma
RG5 (positivo) 5”7 —TTCAGGAAAGAGGCTAGGAGGATGCTGAATATC-3> |339-371
Capsideo
RG118 (negativo) |5”-GCTTCCTCCTGAAACCC-3~ 986-970
Envelope
BF8 (positivo) 57— CTGTGTGACGACGATGGC-3” 1016-1033
Envelope
RG117 (negativo) |5”—GCATGTGAACATAGCACAGG-3” 1292-1273
Envelope
RG120 (negativo) |5”’-CTCAGCCTGCACTTGAG-3~ 1792-1776
Envelope
RG124 (positivo) |5°-TGTGCTATGTTCACATGC-3” 1275-1292
Envelope
RG125 (negativo) |5’-CTCATTGAAGTCGAGGCCCG-3” 1514-1495
Envelope
RG122 (positivo) |5°—AAGGGGCCATGCATACAGCACTC-3” 1699-1721
Envelope
RG119 (negativo) |5’-GCTCCCCTCATTGTTG-3” 2155-2140
Envelope
BF12 (positivo) |57-GCAGAACCTCCATTCGG-3” 2034-2050
Envelope
RG32 (negativo) |5’-AGTCTTGTTACTGAGCGGATTCCAC-3~ 2602-2578

NS1

Tabela 11: Oligonucleotideos usados no sequenciamento de nucleotideos para

VDENS3
Nome do Primer Sequéncia Posicédo no
genoma
P278 (positivo) 5”—CGCGGATCCACAGCAGGAGTCTTGGCTAGATGGGG-3” | 278-303
CP788 (negativo) |5°-TCCAAGCTCCTTCAGATGACATCCA-3~ 788-764
P722 (positivo) 5”—GCTCCCCATGTCGGCATGGGACTGG-3” 722-746
P992 (positivo) 5”—TGGGTTGACGTGGTGCTCGAGCACGG-3” 992-1017
CP1072 (negativo) |5°-CTGAAGCTCTATGTCCAGCGTGGG-3~ 1072-1049
P1259 (positivo) |57-GGCAAGGGAAGCTTGGTGACATGCGC-3” 1259-1284
CP1559 (negativo) |5°-TGGTAACGGCAGGTCTAGGAACCATTG-3” 1585-1559
P1685 (positivo) |5”—CTAGGATCTCAAGAAGGAGCAATGCA-3” 1685-1710
CP1819 (negativo) |5°—CATCCCTTTGAGTTTCAATTTGTCCAT-3~ 1819-1793
P1908 (positivo) |5”—AAGGGGAAGATGCACCCTGCAAGATTCC-3” 1908-1935
CP2190 (negativo) |5°-TCCAAGCTGTGTCTCCCAGAATGGCCAT-3” 2190-2162
CP2550 (negativo) |5°-CGCGGATCCATGGCTGTTGCCACTCTTTTGGGGGA-3” |2550-2525

4.14 - ANALISE DE SEQUENCIAS
Para montagem, alinhamento e analise de homologia foram utilizados os
programas SEQMAN Il, EDITSEQ e MEGALIGN do pacote Lasergene versao

4.05 (DNASTAR). Para analise de saturagcdo de sequéncia foi utilizado o

programa DAMBE. Na montagem dos dendogramas e arvores filogenéticas foi




utilizado o programa Molecular Evolutionary Genetics Analysis - MEGA, versao
21 — 2001 (Kumar S., Tamura K., Jakobsen I.B. e Nei M.) usando o método de
agrupamentos de vizinhos e PAUP, método da maxima parcimdnia. Na analise foi
colocada uma sequéncia de um grupo externo para permitir o enraizamento da
arvore, sendo que para VDENZ2 usamos uma sequéncia de VDENS3 e para VDEN3

usamos uma sequéncia de VDENZ2.

4.15 - QUANTIFICACAO DE FLUORESCENCIA

As imagens capturadas foram analisadas pelo software Image Pro Plus
(Nikon/Kodak) para quantificar o niumero de particulas fluorescentes por rodamina
e DAPI. As imagens foram feitas usando objetiva de aumento 20X, para que

pudéssemos ter um campo maior com células marcadas.

4.16 - ANALISE DE TAMANHO DE NUCLEO
Os nucleos das células marcadas com DAPI foram medidos usando
imagens capturadas com objetiva 60X e o programa de computador Kaleidagraph

(www.sinergy.com) foi utilizado para medir o tamanho dos nucleos (anexo). Para

andlise de frequéncias aplicamos o programa de computador ImageJ
(http://rsb.info.nih.gov/if). Os parémetros utilizados foram determinados pelo

programa para objetiva de aumento 60x.




4.17 - MEIOS DE CULTURA E SOLUCOES

Os meios 10X concentrado MEM/Earle, 199/Earles, 199/Hank
(GIBCO), PBS (10X), tripsina solugdo estoque, Hepes 1M, fungizona (500
mg/mL), Soro Fetal Bovino (SFB — Cultilab) ndo inativado e glutamina 2%
foram produzidos pela estrutura do Laboratério de Sarampo
(LASA/BioManguinhos), seguindo as normas de controle de qualidade ja
estabelecidos pela instituigdo. No LATEV os reagentes de cultura celular

eram aliquotados e estocados, prontos para o uso.

4.17.1- Meios para cultura de células

Meio 199 com sais de Earle completo (199/Earle completo)

Meio 199 com sais de Earle 10X (Invitrogen) 10 mL

NaHCO3 4,4% (pH 7,0) (Merck) 25mLou5mL*
SFB inativado (Cultilab) 5mL

Sulfato de gentamicina (4 mg/ml) (Schering) 1 mL

Fungizona (500mg/ml) (Invitrogen) 0,1 mL

Agua bidestilada q.s.p. 100 mL

Instrucdes: Todo material estéril; preparo no momento do uso.

* Depende do tipo de sistema de cultura: 2,5 mL para sistema aberto (placas de cultura)

ou sistema fechado (frascos de cultura).

Meio 199 com sais de Earle 2X concentrado (199/Earle 2X)

Meio 199 com sais de Earle 10X (Invitrogen) 20 mL
NaHCO3 4,4% (pH 7,0) (Merck) 10 mL
SFB inativado (Cultilab) 10 mL
Sulfato de gentamicina (4 mg/ml) (Schering) 2mL
Fungizona (500mg/ml) (Invitrogen) 0,2 mL
Agua bidestilada q.s.p. 100 mL

Instrugdes: Todo material estéril; preparo no momento do uso.

Meio 199 com sais de Earle /CMC (199Earle/CMC)

Meio 199 com sais de Earle 10X (Invitrogen) 10 mL
NaHCO3 4,4% (pH 7,0) (Merck) 5mL
SFB inativado (Cultilab) 5mL
Sulfato de gentamicina (4 mg/ml) (Schering) 1 mL
Fungizona (500mg/ml) (Invitrogen) 0,1 mL
CMC 3% (Sigma, St Louis, USA) q.s.p. 100 mL

Instrucdes: Todo material estéril; preparo no momento do uso.
Homogeneizar vigorosamente.



Meio 199 com sais de Earle / Hepes (199/Earle/Hepes)

Meio 199 com sais de Earle 10X (Invitrogen) 10 mL
NaHCO3 4,4% (pH 7,0) (Merck) 0,5mL
SFB inativado (Cultilab) 5mL
Sulfato de gentamicina (4 mg/ml) 1mL
Fungizona (500mg/ml) 0,1 mL
Agua bidestilada q.s.p. 100 mL

Instrucées: Todo material estéril; preparo no momento do uso.

Meio 199 com sais de Hanks completo (199/Hanks)

Meio 199 com sais de Hanks 10X (Invitrogen) 10 mL
NaHCO3 4,4% (pH 7,0) 0,8 mL
SFB inativado (Cultilab) 2mL
Sulfato de gentamicina (4 mg/ml) (Schering) 1 mL
Fungizona (500mg/ml) (Invitrogen)) 0,1 mL
Agua bidestilada q.s.p. 100 mL

Instrugdes: Todo material estéril; preparar no momento do uso.

Meio MEM com sais de Earle completo (MEM/Earle completo)

Meio MEM com sais de Earle 10X (Invitrogen) 10 mL
NaHCO; 4,4% (pH 7,0) 2,5mL
SFB inativado (Cultilab) 10 mL
Sulfato de gentamicina (4 mg/ml) 1mL
Glutamina (2%) 1 mL
Agua bidestilada q.s.p. 100 mL

Instrucdes: Todo material estéril; preparo no momento do uso.

Meio L-15 (Leibovitz) completo (Invitrogen)

L-glutamina 2% (Invitrogen) 1mL
Triptose fosfato 2% (Difco) 10 mL
SFB inativado (Cultilab) 10 mL
Solugdo de aminoacidos nédo essenciais (Cultilab) 1mL
Penicilina/estreptomicina (10.000U/ml /10mg/ml)

(Invitrogen) 1,5mL
Agua bidestilada q.s.p. 100 mL

Bicarbonato de s6dio 4,4% gaseificado (NaHCO3)

NaHCO3; (Merck) 44 g
Vermelho de fenol 1% ( 1 mL
Agua bidestilada q.s.p. 1000 mL

Instrugdes: Adigao de gelo seco com agitagao até a solugdo atingir pH 7,0 — 7,2;
aliquotar em 20 ml e esterilizar por autoclave 121°C 15 min.




Verseno

Solucéo estoque 5%

EDTA (Sigma) 50 g
Vermelho de fenol 1% (Sigma) 0,1 mL
Agua destilada q.s.p. 1000 mL

Instrucdes: Misturar e acertar o pH para 7,6 com NaOH 1N.

Solucéo de trabalho

Solugao estoque de verseno 20 mL
Vermelho de fenol 1% 0,1 mL
PBS pH 7,6 g.s.p. 1000 mL

Instrugdes: Homogeneizar, ajustar pH para 7,6 com NaOH 1N. autoclavar 121°C /20 min.

Tripsinal/verseno

Tripsina estoque (Invitrogen) 0,5mL
Verseno 50 mL
Tripsina/PBS

Tripsina estoque (Invitrogen) 0,5mL
PBS 1 X 50 mL

Soro Fetal Bovino (Cultilab)
Inativado a 56°C por 30 minutos. Aliquotado (50 mL) e armazenado a 4°C.

Sulfato de gentamicina (Garamicina, Schering)
1 ampola de Garamicina (2 mL) para 18 mL de agua bidestilada estéril.

PBS (salina tamponada com fosfato)

NaCl 5M (Merck) 30 mL
Na;HPO (Merck) 32 mL
NaH2PO (Merck) 8 mL
Agua bidestilada q.s.p. 1000 mL

Carboximetilcelulose (CMC) 3%

CMC (Sigma) 39
Agua bidestilada q.s.p. 100 mL
Instrugdes: homogeneizacao por agitagao vigorosa. Autoclavar 121°C /20 min;

Agarose 1%

Agarose (Tipo I-Sigma, St Louis, USA) 19
Agua bidestilada q.s.p. 100 mL
Instrugdes: Misturar, autoclavar (121°C por 20 min) e estocar a 4°C.




Formaldeido 10%

Formaldeido 37% (Merck)
Agua destilada

Instrucdes: Preparar e estocar a temperatura ambiente.

Cristal Violeta

Solucéo Estoque (2%)
Cristal Violeta (Sigma)
Metanol (Merck)

Agua destilada q.s.p.

Solucéo de Uso (0,04%)
Cristal Violeta estoque
Agua destilada q.s.p.

Instrucdes: Preparar e estocar a temperatura ambiente.

Cloreto de Sadio (NaCl) 5M

Cloreto de sodio (Sigma)
Agua bidestilada q.s.p.
Instrugdes: Preparar e estocar a 4°C.

BSA 40 mg/mL

Soro albumina bovina (Sigma, St Louis, USA)
Agua deionizada estéril q.s.p.

Instrugdes: Preparar e estocar a 4°C.

Tris-HCI 1,5 M pH 8,8

Tris (Sigma)
Agua bidestilada q.s.p.

Instrugdes: Ajustar com HCI 1N até pH 8,8. Estocar a 4°C.

Glicose 30%

Glicose (Merck)
Agua bidestilada q.s.p.
Filtrar

PBS 10X

NaCl (Merck)
Na;HPO,4 (Merck)
KH,PO4 (Merck)

KCI (Merck)

Agua bidestilada q.s.p.
Autoclavar ou filtrar.

1000 mL
2700 mL

109
100 mL
500mL

20 mL
1000 mL

292 g
100 mL

400 mg
10 mL

27,23 g
150 mL

309
100 mL

40 g
15¢

0,45 g
1000 mL




DMEM F-12 (Completo)

DMEM F-12

Glicose 30%

Glutamina 200 mM
Penicilina/Estreptomicina (10* U/L)
Fungizona (2,5 mg/mL)
bicarbonato de sédio NaHCO3
Agua MilliQ q.s.p.

Filtrar e Guardar na geladeira.

20 mL
100 mL
1mL

1 mL
1,29
1000 mL

Obs.: Se o DMEM-F12 nao tiver Hepes, acrescentar em 1 litro de meio 3,6 g/l.

Meio DMEM-F12 com 10% SFB

DMEM F-12 completo
SBF

Meio Neurobasal/B27 (Completo)

Meio Neurobasal

Suplemento B-27

Fungizona (2,5 mg/mL)
Penicilina/Estreptomicina (10* U/L)
Glutamina 200 mM

N-propil galacto
N-propil (Sigma)

Tampap fosfato 0,1 M pH 8,0
Glicerol (Sigma)

90 mL
10 mL

10 mL
50 mL
10 uL
10 uL
100 pL

59
20 mL
80 mL

Aquecer a +/- 40 °C de 10 — 15 min. Adicionar gradativamente o glicerol.

PBS/Glicose
PBS 10X
Glicose 30%
Agua MilliQ q.s.p.

Poli-ornitina 1x:
Poli-ornitina (Sigma)
Agua

Paraformaldeido 4%
Paraformaldeido

Sacarose

PBS q.s.p.

Aqueca o PBS até 50°C no maximo.

Soro Albumina Bovina (BSA 5%)
BSA (Sigma)
PBS

10 mL
3mL
100 mL

120 pL
12 mL

29
29
50 mL

1,25 g
25 mL




PBS triton 0.2%

Triton X 100
PBS

PBS/BSA 5%
BSA
PBS

PBS/BSA 1%
BSA
PBS

4.17.2 - Solugdes para Biologia Molecular

Gel de Agarose 0.8%:
TAE 1X

Agarose

Agua milliq q.s.p.

Gel de Agarose 2%:
TBE 10X

Agarose

Agua millig g.s.p.

Tampéo TAE 50x

Para 1 litro
Tris.Base 242 g
Acido acético glacial 57,1 ml
EDTAO05M 100 ml
Agua destilada q.s.p.

TBE 10 x

TBE

Acido Bérico
EDTA

Agua millig g.s.p.

Tampéo de Reacao de Sequenciamento 5X
Tris.HCI

MgC|2

Agua milliq q.s.p.

Diluir o tamp&o para 2,5X antes de usa-lo.

Reacéo de Sequenciamento

Mistura de Reagao Terminator Ready
Tampéo de reacao de Sequenciamento 2,5X
DNA - Produto de PCR

Primer

Agua milliq q.s.p.

50 mL

20 mL
0,8¢
100 mL

10 mL

100 mL

108 g
55¢
7,44 g
1000 mL

400 mM
10 mM
100 mL

4 uL

4 uL
1-100 ng
3,2 pmol
20 pL




5- RESULTADQOS
Parte | — Caracterizacdo Molecular do VDEN

5.1 - AMOSTRAS DOS ViRUS VDEN USADOS NO ESTUDO.

As amostras do estudo foram isoladas em células C6/36 de Aedes
albopictus e sua identidade confirmada por IFI, utilizando anticorpos monoclonais
para os quatro sorotipos de VDEN. Os resultados mostraram que os virus
isolados pertenciam aos sorotipos VDEN 2 e 3. Todas elas foram submetidas a
RT-PCR (Lanciotti et al., 1992) para confirmagao dos resultados do teste de IFI
(tabela 12).

Tabela 12: Resultados de IFI e RT-PCR para caracterizagdo do sorotipo das

amostras isoladas no estudo.

Amostra Cultura celular IFI RT-PCR
Bel61082 (H623360) Fluido de cultura celular VDEN2 VDEN2
Soro VDEN2

Bel63650 (H628243) Fluido de cultura celular VDEN2 VDEN2
Cea2440 (H527541) Fluido de cultura celular VDEN2 VDEN2
Cea2462 (H527821) Fluido de cultura celular VDEN2 VDEN2
Cea2463 (H527822) Fluido de cultura celular VDEN2 VDEN2
GOI4191 (H666426) Fluido de cultura celular VDEN2 VDEN2
MIG1269 (H533198) Fluido de cultura celular VDEN2 VDEN2
RGN53 (H506347) Fluido de cultura celular VDEN2 VDEN2
ROR1811 (H547176) Fluido de cultura celular VDEN2 VDEN2
ROR1812 (H547177) Fluido de cultura celular VDEN2 VDEN2
TOC2016 (H508744) Fluido de cultura celular VDEN2 VDEN2
AM2394 (H657637) Soro VDEN3 VDEN3
Bel70617 (H652477) Soro VDEN3 VDEN3
Bel73316 (H668518) Fluido de cultura celular VDEN3 VDEN3
CEA4739 (H656814) Soro VDEN3 VDEN3
GOI099 (H666425) Fluido de cultura celular VDEN3 VDEN3
GOI100 (H666426) Fluido de cultura celular VDEN3 VDEN3
MTO3103 (H650477) Fluido de cultura celular VDEN3 VDEN3
RGNS76 (H665993) Fluido de cultura celular VDEN3 VDEN3
ROR3832 (H651502) Soro VDEN3 VDEN3
ROR3845 (H651515) Fluido de cultura celular VDEN3 VDEN3




2272kb

5.2- SEQUENCIAMENTO NUCLEOTIDICO DA REGIAO ESTRUTURAL DOS
VIRUS VDEN2 E VDENS3 .

As amostras do estudo foram submetidas a RT-PCR para amplificacéo de
fragmentos correspondentes a regido estrutural do genoma viral. Na figura 10A e
B vemos exemplos dos fragmentos amplificados para as amostras VDEN3 e
VDENZ2 e 3, respectivamente. Para as amostras de VDEN2 foram produzidos dois
fragmentos, um de 1149 correspondente ao gene da proteina C/prM/M/E que
podem ser observados na Figura 10B (Faixas 1,5 e 8) e outro de 1303 kb que
corresponde ao gene da proteina na E/NS1 (dados ndo mostrados). Os fragmento
amplificados para VDENZ2 mostrados na figura 10B possuem pesos moleculares
com cerca de 1,15 kb e foram sintetizados com os oligonucleotideos RG5
(positivo) e RG125 (negativo). Os fragmentos de 1,5 kb do virus VDENS3 (faixas 2,
3, 4, 6 e 7) foram sintetizados com os oligonucleotideos P992 (positivo) e CP2550
(negativo), este fragmento foi usado para completarmos o sequenciamento de

algumas amostras virais, que nao poderam ser totalmente sequenciadas

utilizando o fragmento de 2,2 kb (Figura 10B).

Figuras 10. A - gel de agarose 2% corado com brometo de etidio com amostras de VDEN3. Faixa:
1- GOI5100, 2- GOI5099, 3- MTO3103, 4- AM2394 e 5- Peso molecular ““Low DNA mass” B- gel
de agarose 1% corado com brometo de etidio com amostras de VDEN2 e 3, faixas: 1- RGN53
(VDEN2), 2- GOI5100 (VDEN3), 3- ROR3832 (VDEN3), 4- ROR3845 (VDEN3), 5-CEA2440
(VDEN2), 6- RGN576 (VDENS3), 7- Bel70617 (VDEN3), 7- Bel73316 (VDEN3), 8- MIG1269
(VDENZ2) e 9- Padréo de peso molecular “Low DNA mass” (Invitrogen).

As amostras VDEN2 e VDENS3 foram sequenciadas utilizando conjuntos
de 13 e 10 oligonucleotideos, respectivamente. Os cromatogramas gerados foram

analisados com o uso do programa SEQMAN (DNASTAR). A analise baseou-se



na formacado de fragmentos contiguos, que se sobrepuseram através dos
oligonucleotideos especificos para cada virus gerando a partir desta analise uma
sequéncia consenso para cada uma das amostras. Em seguida as sequéncias
obtidas foram traduzidas utilizando o programa EDITSEQ (DNASTAR) e
submetidas ao banco de dados GENBANK (genbank/ncbi/nim/nih/gov).

5.3- ALINHAMENTO DAS SEQUENCIAS NUCLEOTIDICAS E ANALISE DE
IDENTIDADE

O alinhamento das sequéncias foi feito no programa Megalign
(DNASTAR) usando o método Clustal W que possibilitou a analise de homologia e
do percentual de identidade e divergéncia entre as amostras analisadas. As
analises de DENV2 apresentaram percentual de identidade nucleotidica que
variou de 89,0 a 99,9% quando comparados entre si e com 16 sequéncias ja
registradas no banco de dados genbank/ncbi/nim/nih/gov (Tabela 13).

A figura 11 e tabela 14 mostram que encontramos substituicbes de
aminoacidos nas amostras estudadas em relagdo ao protétipo, virus Jamaica
(Jam83). Quando comparamos as 11 sequencias brasileiras com a do genotipo
Jam83 foram encontradas 12 alteracbes de aminoacidos no gene prM/M/E,
ocorrendo seis mudancas de aminoacidos no gene prM, sendo os residuos 58
(P—>Q) e 68 (C—R) os que apresentaram alteragdes significativas em seu carater
bioquimico, e consequentemente em sua atividade bioldégica. No gene E
ocorreram 12 alteracbes de aminoacidos e destas apenas cinco substituticdes
foram significativas, com mudanca de carater e carga, encontradas nas posi¢coes
E208 (V-E), 262 (T—K), 273 (S—L), 274 (S—>A) e 405 (T—>P). Os residuos
E262, 273 e 274 estao localizados no dominio Il envolvidos na dimerizagcao dessa
proteina e rearranjo estruturais quando em pH acido. O residuo 405 esta
localizado na regido seguinte ao dominio Il e ndo faz parte do ectodominio desta
proteina (Rey et al., 1995) (Figura 11 e tabela 14).

Na tabela 15 observamos que ha uma maior taxa de transi¢cao (97 pares de
nucleotideos) do que transversdo (15 pares de nucleotideos) e que a relagao
entre essas duas taxas se apresenta mais elevada na primeira posicdo do cédon
(15 pares de nucleotideos). A média de transicdo entre os virus VDEN2

analisados na 12 base do codon foi de 15 pares de nucleotideos e na 32 base foi



de 78 pares de nucleotideos mostrando que ocorreu uma elevada taxa de

substituicdo sindnima, levando uma alta taxa de mutagdes silenciosas.
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Figura 11: Alinhamento de 27 sequéncias de aminoacidos (AA) do gene C/prM/M/E do
virus VDEN2. Os aminoacidos destacados em cores correespondem aos dominios I, 1l e
111 da proteina E. A marcacdo verde correponde ao dominio I, em amarelo dominio 11

e em cinza dominio I11I.
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Figura 11: Alinhamento de 27 seqiéncias de aminoacidos (AA) do gene C/prM/M/E do
virus VDEN2. Os aminoacidos destacados em cores correespondem aos dominios 1, Il e
111 da proteina E. A marcacdo verde correponde ao dominio I, em amarelo dominio 11
e em cinza dominio I11.
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Figura 11: Alinhamento de 27 sequéncias de aminoacidos (AA) do gene C/prM/M/E do
virus VDEN2. Os aminoacidos destacados em cores correespondem aos dominios 1, Il e
11l da proteina E. A marcacao verde correponde ao dominio I, em amarelo dominio I1

e em cinza dominio I1l1.
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Figura 11: Alinhamento de 27 seqiéncias de aminoacidos (AA) do gene C/prM/M/E do
virus VDEN2. Os aminoacidos destacados em cores correespondem aos dominios 1, Il e
111 da proteina E. A marcacdo verde correponde ao dominio I, em amarelo dominio 11
e em cinza dominio I11.
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Figura 11: Alinhamento de 27 seqiéncias de aminoacidos (AA) do gene C/prM/M/E do
virus VDEN2. Os aminoacidos destacados em cores correespondem aos dominios 1, Il e
111 da proteina E. A marcacdo verde correponde ao dominio I, em amarelo dominio 11
e em cinza dominio I11.
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Alinhamento de 27 seqiéncias de aminoacidos (AA) do gene C/prM/M/E do
virus VDEN2. Os aminoacidos destacados em cores correespondem aos dominios 1,

11 e

11l da proteina E. A marcacao verde correponde ao dominio I, em amarelo dominio I1

e em cinza dominio I1l1.
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Figura 11: Alinhamento de 27 seqiéncias de aminoacidos (AA) do gene C/prM/M/E
do virus VDEN2. Os aminoacidos destacados em cores correespondem aos dominios
I, Il e 11l da proteina E. A marcacdo verde correponde ao dominio I, em
amarelo dominio Il e em cinza dominio IlI.



Tabela 13: Analise de Identidade e Divergéncia nucleotidica das sequéncias parciais da prM/E de VDEN2

2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 |13 | 14 | 15 | 16 | 17 | 18 | 19 | 20 | 21 | 22 | 23 | 24 | 25 | 26 | 27
1 92.8 1924 193.1 | 92.7 1904 |90.5|90.5 | 89.8 | 99.1 | 98.8 | 98.5 | 98.7 | 98.4 | 93.7 | 98.1 | 95.5 | 98.4 | 97.6 | 99.1 | 98.6 | 97.7 [ 93.1 | 97.9 | 942 | 1
2179 98.7 | 98.5 [ 100.0 | 90.5 | 90.5|90.5 | 89.0 | 92.9 [92.8 | 92.3 | 92.8 | 92.4 | 97.5 | 93.1 | 94.8 | 93.0 | 93.3 | 92.9|192.8 | 92.4 | 98.5|93.4 |96.2 | 2
317804 98.7 |98.6 | 99.6 | 90.3 90.5]|90.5|88.9|93.092.9|92.4|92.9|92.5|97.693.2|94.993.1|93.4|93.0/92.8|92.5|98.6|93.5|96.3| 3
4 |77 10500 99.6 {90.390.5]|90.5|88.9|93.1]93.0|925|92.9[92.5[97.5|93.2|194.9[93.1/93.4|93.0/92.9|92.5|98.6[93.5|96.3| 4
51821414 ] 14 98.7 {90.390.4|90.4 88.9|92.7192.6|92.1]92.5|92.1]97.0|92.8194.4[92.7|92.9192.6|92.5|92.0|98.5|93.1|958]| 5
6 |74 (15|14 ] 15 |18 90.7190.7 [ 89.3 | 93.393.2|92.793.1|92.8|97.9 93.5|95.3|93.5|93.893.3|93.1|92.8[98.7|93.8|96.7| 6
71790004 ] 05 [14]15 90.5]90.5[89.0 | 92.9 | 92.8 | 92.392.8 |92.4|97.5[93.1|94.8 |93.0 |93.392.992.8|92.4|98.5|93.4|96.2| 7
8 [10.5[10.5]|10.7| 10.6 [10.7|10.3| 10.5 95.2190.390.2 |89.790.0 | 89.6 | 90.6 [ 90.2192.0 [ 90.5|91.2|90.2 |89.989.8/90.3{90.5|91.1| 8
9 {104 (104104 | 104 [105]10.2| 104 | 1.9 94.7190.4 | 90.2 | 89.8 | 90.0 [ 89.7 [ 90.6 [ 90.3|91.9[90.4|91.190.2 |90.089.9/90.3{90.691.0] 9
10/10.4110.5|10.5] 10.5 |10.6 [10.2] 10.5 | 2.0 | 0.0 90.4 |1 90.2 | 89.8 | 90.0 | 89.7 | 90.6 | 90.3 [ 91.9|90.4 | 91.1 | 90.2 | 90.0 | 89.9190.3 [ 90.6 | 91.0 | 10
11 11111211221 122 {123 [11.7] 121 | 49 | 65 | 65 89.3 189.6 [ 89.2 |89.5|89.891.1]|90.2|90.8 |89.7|89.5|89.5]|89.2|90.2|90.2 |11
12/ 09 |76 | 75| 74 |79 |71 ]| 76 |10.6|10.5|10.6|11.0 99.2 199.399.293.9|98.9[95.7|99.098.099.899.4 |98.1|93.4|98.7|944 |12
13/12 |77 |76 | 75 |80 |72 | 77 |10.8]/10.7[10.8|11.1| 04 99.0198.9193.8|98.895.7|98.8|97.7[99.5][99.1|97.8|93.3/98.9|944 13
14/15|82 81| 81 |85 |78 )| 82 |11.3|11.2|11.3|11.7| 0.8 | 1.1 99.3193.398.4|95.1]98.5|97.4]|99.1/99.1)|97.5[92.8|98.0{93.9 |14
15/14 |77 |76 | 76 |80 |73 | 77 |11.0[109|11.0|113| 0.8 | 1.1 | 1.1 93.8198.6 95.5|98.997.8|99.1[99.797.9|93.2|98.1|944 |15
16|17 |82 | 8 80 |85 |77 | 82 |114]|113|114]|118][ 09 |12 | 0.8 | 0.8 98.4195.1198.4|97.5]199.0|99.3|97.6[92.8|97.9|93.9 |16
17|67 | 26 | 25| 26 |31 |22 | 26 |10.3[10.2|10.3|11.5| 65 |66 | 7.2 | 6.6 | 71 95.9194.094.3 |93.893.6 934|976 942|974 |17
18|19 |74 |73 | 72 | 77|69 | 74 |10.7[106)|10.7 111|111 |12 |16 |15 | 1.7 | 64 98.2 |97.898.898.6 |97.7[93.5|99.194.6 | 18
19|47 |54 | 53| 53 |59 [49| 54 |87 |87 88|95 45|45 |51 |47 51|43 |40 97.1]195.7 | 95.4|95.6 | 95.1|96.4|96.8 | 19
20|17 | 75 | 74| 74 | 78| 70| 75 |105[105]195|106] 1.1 | 1.3 | 16 | 11 | 16|63 | 1.9 | 4.2 98.8198.9197.4|93.698.094.8 | 20
211 25|72 |71 | 70 |76 |66 | 72 |96 |96 |97 99|20 |23 |26 |22 |25 |60)]23]30)26 97.7198.4193.8|97.7[951 |21
22|10 |76 |75| 75 |79 |72 | 76 |[10.8]|10.7[108]|11.2]| 0.2 | 06 |10 |09 |10 |66 |12 |45 |12 | 21 98.0 | 93.398.5|94.4| 22
23|14 |77 |77 | 76 | 81|74 | 77 [111]110[110|115]/06 |09 |09 |04 | 08 | 68|14 |48 |12 |24 |08 93.2/198.2|94.2 | 23
24124 182 |81| 80 |86 |77 | 82 |[112[111[111]|114]20 |23 |25 |22 |25 |70]|23 45|27 |16 |20]23 97.5|93.9 | 24
257311514 | 15 |16 |13 | 1.5 |10.7]|106(10.7|118| 71 |72 |77 |72 |77 |25|69 51|68 |66 |71]|73 96.5 | 25
26|22 |71]70| 69 |74 |66 | 71 |104]103[103|106| 14 |12 |21 |19 |21 611038 20|24 |15][19]|25 26
27162139 |38 38 |44 (34|39 9719898 |106[59 59|64 59|64 |27 |57 [33|55|51|59]|61|64]|36]|55
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 | 13 | 14 | 15 | 16 | 17 | 18 | 19 | 20 | 21 | 22 | 23 | 24 | 25 | 26

Legenda: 1- 44/2, 2- AF100464 Tailandia, 3- AF100459 Tailandia, 4- AF100460 Tailandia, 5- AF100461 Tailandia, 6- AF100462 Tailandia, 7- AF100463
Tailandia, 8- AF100469 México, 9- Af100467 Peru, 10- AF100468 Peru, 11- LO4561 México, 12- Bel61082 Brasil, 13- Bel63650 Brasil, 14- Cea2440
Brasil, 15- Cea2462 Brasil, 16- Cea2463 Brasil, 17- D00345 Tailéndia, 18- Goi4191 Brasil, 19- M32941 NGC, 20- M20558 Jamaica, 21- ROR1812 Brasil,
22- MIG1269 Brasil, 23- RGN53 Brasil, 24- ROR1811 Brasil, 25- U31951 Tailandia, 26- TOC2016 Brasil, 27- U87411 Tailandia.




Tabela 14: Diferencas de aminoacidos entre as sequéncias prM/E do virus VDENZ2 brasileiras comparadas com a cepa Jam83

AMOSTRAS DE VDEN2
Gene  Posi¢do®

44/2° Bel61082 Bel63650 Cea2440 Cea2462 Cea2463 Goi4191 Rorl811 Ror1812  Migl269 RGN53 Toc2016  Jam83°

(FD) (Encefalite) (FD) (FHD)  (FD) (FD) (FD) (FD) (FD) (FD) (FD)  (FD)
ptM 14 \ % % \ G G G \ \ \ G \ %
28 K E E E E E E E E E E E E
58 Q Q Q Q Q p Q Q Q Q Q Q Q
60 E E E E E D E E E E E E E
68 C C C C R C C C C C C C C
93 \% \% \% Y% \% \% Y% G Y% Y% \% Y% \%
E 6 I I M I I I I I I I I I I
53 P P P P L L P L L P P P P
54 A A A A A A A G A A A A A
185 C C C C C C G C C C C C C
208 \% \% \% \% \% E \% \% \% \% \% \% \%
262 T T T T T T T K T T T T T
264 L L L L L L L F L L L L L
269 E E E K E K E E E E E E E
273 S S S S S A S S S S S S S
274 S S S S S S L S S S S S S
303 T T T T T T S T T T T T T
405 T T T T T T P T T T T T T

Legenda: a — numero da posigcdo do AA na respectiva proteina; b- cédigo amostra; c- amostra protétipo e em vermelho
os AA diferentes.

-
S




Tabela 15: Frequéncias dos pares de nucleotideos do virus VDEN2

Dominio Pares Tr Tv R
idénticos

Média 1894 97 15 6,4
1" Posicado do 653 15 1 15
codon

2" Posicdo do 663 3 3 1
codon

3" Posicdo do 579 78 11 7.1
codon

Legenda: ii= pares idénticos; Tr= transi¢cao; Tv= transversao; R= Tr/Tv
Todas as frequéncias estdo apresentadas na forma da média de todos os virus.

Sequiéncias usadas: 27

44-2 - Brasil — 1990; af100464-Tailandia-1996; AF100459 -Tailandia-1994; AF100460 -Tailandia-1994;
AF100461 -Tailandia-1995; af100462-Tailandia-1995; af100463-Tailandia-1996; AF100469 -Mexico-1992;
af100467-Peru-1995; af100468-Peru-1996; L04561 - Mexico — 1983; bel61082-Brasil-2001; bel63650-
Brasil-2002; cea2440-Brasil-1994; cea2462-Brasil-1994; cea2463-Brasil-1994; D00345 - Tailandia — 1980;
GOI4191-Brasil-2002; M32941-Nova Guine C-1944; M20558-Jamaica-1983; ror1812-Brasi-1996;
MIG1269-Brasil-1995; RGN53-Brasil-1994; ROR1811-Brasil-1996; U3195 1 - Tailandia — 1993; toc2016-
BRASIL-1991; U87411-Tailandia-1964.



As 10 sequencias de VDEN3 de nosso estudo apresentaram um
percentual de identidade nucleotidica que variou de 89,6 a 100% quando
comparadas entre si e com 28 sequencias ja registrada no banco de dados
genbank/ncbi/nim/nih/gov (figura 12). Na tabela 16 podemos ver a correlagdo de
divergéncia e identidade entre as sequéncias analisadas.

Na tabela 17 podemos ver a presenga de mudangas de aminoacidos entre
as sequéncias de VDEN3 estudadas e o protétipo H87 1956, incluindo também
sequéncias de virus que fazem parte de um grupo de cepas do SriLanka do qual
deve ter se originado a cepa circulante no Brasil AY038605-RJ, que ja esta
caracterizada geneticamente (Miagostovich et al., 2003) (figura 12).

O gene prM/M apresentou pouca variabilidade, com alteracdo apenas na
posicao 86 (H—R). No gene E encontramos mudancgas significativas, dentre
essas alteracbes podemos destacar no residuo de aminoacido E251 a presenca
do aminoacido K em dois virus brasileiros analisados (AM2394 e RGN576), € o
aminoacido E no restante incluindo o prototipo. Outro fato importante foi
encontrado quando comparamos as sequéncias brasileiras do estudo com o
virus VDEN3 protétipo H87, onde podemos observar nos residuos de
aminoacidos E321 e 325 que os aminoacidos foram iguais ao virus protétipo que
tem nessas posi¢des o aminoacido K diferente do representante do SriLanka que
tem nessas posicdées o aminoacido R. Apenas um virus brasileiro (AM2394)
diferiu na posicdo E321, K—R, no entanto € semelhante ao virus que representa
o SriLanka, como pode ser visto na referida tabela 17 e figura 12.

A sequéncia do acido nucléico do virus protétipo H-87 (numero de acesso
M93130), usado neste estudo, e o virus Porto Rico 63 (numero de acesso
L11433) mostraram uma elevada diferenga de aminoacidos quando comparados
as demais sequéncias, principalmente do genotipo lll. Estas alteracbes se devem
ao elevado numero de historia de passagens quando do seu sequenciamento
(Lanciotti et al., 1994). As 10 sequencias brasileiras mostraram também os 12
residuos de cisteinas e os dois sitios de N-glicosilagcédo identificados em estudos
anteriores (Figura 12) (Lanciotti et al., 1994). O dominio de fusdo encontrado nas
sequéncias de aminoacidos (97-111) dos VDEN3 brasileiros parecem ser

conservados, mesmo com manifestacoes diferenciadas.




Analise da taxa de transi¢cao e transversdo de acordo com a posi¢do no
cédon apresentaram uma elevada taxa de transigdo (64) na terceira posi¢éo do
cédon e maior taxa na primeira posicdo do codon como (11) quando
comparamos ao protétipo H87, como podemos ver na tabela 18, sugerindo baixa

ocorréncia de mutagdes com menor probabilidade de alteragées de aminoacidos.
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Figura 12: Alinhamento de 37 sequUéncias de aminoacidos (AA) do gene prM/M/E do
virus VDEN3. O provavel sitio de N-glicosilagcdo esta indicado em vermelho. A
marcacdo em cinza corresponde ao dominio de fusdo e em amarelo ao dominio de
ancoragem da membrana (Laciotti et al., 1994).
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Figura 12: Alinhamento de 37 sequéncias de aminoacidos (AA) do gene prM/M/E do
virus VDEN3. O provavel sitio de N-glicosilagdo esta indicado em vermelho. A
marcacdo em cinza corresponde ao dominio de fusdo e em amarelo ao dominio de
ancoragem da membrana (Laciotti et al., 1994).
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bel70617-BR-2002 i e et e e e e e e e V...
BEL73318-BR-2003 e e e e e e e e e e e e V...
CEA4739-BR-2002 = i eeaaaa M e e e e V...
GOI099-BR-2003 i e e e et e eeee e V...
GOI100-BR-2003 e e e eaee e e e maeme eeemmaaae aeaaan V...
MTO3103-BR-2001 i e et e e e e eeaeeae e V...
RGN576-BR-2003 i a e M e e e V...
ror3832-BR-2002 e e e e eee e eeeeee aeaaan V...
ROR3845-BR-2002 e e e e eeaee e aaean e e eaammaaa e V...
AY038605-RJI-BR-2001 it e et e e eae e eeeeae aeean- V...
AYB79147-RI-BR e e e e eemeeae e meaaaae aaaaan- V...
L11438 - SriLanka - 1991 ... ... e e eeee e eaeaa e V...
AB189126 - Indonesia-1998 .. ... .. ... L.l ceieaaaa- N
AB189127-Indonesia-1998 ... ... i ceiiaaaan Y
L11433 - Porto_Rico - 1963 .......... _..... Voo ... GA. ... T.o..... ..... T...
L11423 - Filipinas_- 1956 ... i s i aae emmeaace eemeaaaa emeeaaaaa
L11424 - India_-_1984 o e e e e e e e e V...
L11425 - Indonesia_-_ 1973 ... ... .. fi e aemaaaaan T
L11426 - Indonesia - 1978 ... ... .. . fiiiiia cmeeaaaan Y
L11427 - _Indonesia_-_1978 .......... B T
L11428 - Indonesia - 1985 ... ... ... . i iiiiiin ceeeaaaa- Y
L11429 - Malasia_—_1974 @ .. e eieaee eemmaaaaan T
L11430_-_Mocambique_-_ 1985 _ . _ ... il ceieaaoa- Y
L11431 - _SriLanka - 1981 ... ... i i aaie e eeeaeie emmaeaaaaa aeaaaa V...
L11432_ - Filipinas_-_ 1983 ... ... .. it i T Y
L11422 - Fiji_-_1992 e et e Y
L11436_-_SrilLanka - 1985 .. .. e e e e e e V...
L11437_-_SrilLanka_-_1989 o V...
L11439 - Tahiti_-_1965 . i it it e e eae e e
L11440_ - _Tailandia - 1962 .. ... i eeccae meemcaaaae e meeaaan meemaaaan
L11441 - Tailandia - 1986 ... ... i aaes emmiaace emmeeaaea eeeaaaa-
L11442 - Tailandia - 1987 ... ii e o i eecae meeccaaae mmmmeaamn meemaaaaan
L11619 - _Tahiti_-_1989 ... i i e Y
L11620-_Tailandia_ - 1973 ... i i o i eeccae meemaaaae e meaaaen meemaaaan
L11435 - Samoa_-_ 1986 @ ..t h i e eaen e meeaeae ememeaeaa aeaaaa V...

Figura 12: Alinhamento de 37 seqiUéncias de aminoacidos (AA) do gene prM/M/E do
virus VDEN3. O provavel sitio de N-glicosilagdo esta indicado em vermelho. A
marcacdo em cinza corresponde ao dominio de fusdo e em amarelo ao dominio de
ancoragem da membrana (Laciotti et al., 1994).
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M93130-H87-Filipinas-1956 EQDQNYVCKH TYVDRGWGNG CGLFGKGSLV TCAKFQCLES 1EGKVVQHEN

AM2394-BR-2002
bel70617-BR-2002
BEL73318-BR-2003
CEA4739-BR-2002
GO1099-BR-2003
GO1100-BR-2003
MT03103-BR-2001
RGN576-BR-2003
ror3832-BR-2002
ROR3845-BR-2002
AY038605-RJ-BR-2001
AY679147-RJ-BR

L11438 - _SrilLanka -_1991
AB189126 - Indonesia-1998
AB189127-1Indonesia-1998
L11433 - Porto Rico - 1963
L11423 - Filipinas_-_1956
L11424 - India_-_1984
L11425 - _Indonesia_-_1973
L11426 - Indonesia - 1978
L11427 -_Indonesia_-_1978
L11428 - Indonesia - 1985
L11429 - Malasia_-_1974
L11430_-_Mocambique_-_1985
L11431 -_SrilLanka_-_1981
L11432_ -_Filipinas_-_1983
L11422 - Fiji_-_1992
L11436_-_SrilLanka_-_1985
L11437_-_SriLanka_-_1989
L11439 - _Tahiti_-_1965
L11440_-_Tailandia_-_1962
L11441 - _Tailandia_-_1986
L11442 -_Tailandia_-_1987
L11619 - Tahiti_-_1989
L11620-_Tailandia_-_1973
L11435 - Samoa_-_1986

M93130-H87-Filipinas-1956 LKYTVIITVH TGDQHQVGNE TQGVTAEITS QASTAEAILP EYGTLGLECS

AM2394-BR-2002
bel70617-BR-2002
BEL73318-BR-2003
CEA4739-BR-2002
GO1099-BR-2003
GO1100-BR-2003
MT03103-BR-2001
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ROR3845-BR-2002
AY038605-RJ-BR-2001
AY679147-RJ-BR

L11438 - SrilLanka - 1991
AB189126_-_Indonesia-1998
AB189127-1Indonesia-1998
L11433 - _Porto_Rico_-_1963
L11423 - _Filipinas_-_1956
L11424 - India_-_ 1984
L11425 - Indonesia_-_ 1973
L11426_-_Indonesia_-_1978
L11427 - _Indonesia_-_ 1978
L11428 -_Indonesia_-_1985
L11429 - Malasia - 1974
L11430_-_Mocambique_-_1985
L11431_ -_SrilLanka_-_1981
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Figura 12: Alinhamento de 37 sequUéncias de aminoacidos (AA) do gene prM/M/E do
sitio de N-glicosilacdo estéa
marcagdo em cinza corresponde ao dominio de fusdo e em amarelo ao dominio de
ancoragem da membrana (Laciotti et al., 1994).
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L11432 - Filipinas_- 1983 ... ... i tiiiiiiaan ammaaaaan o
L11422 - Fiji_-_1992 i e eemaaaaa o
L11436 - _SrilLanka - 1985 ... ... ... s iiiiain emaeaaan o
L11437_-_Srilanka_ - 1989 ... ... .. i ceiaaaan o
L11439 - Tahiti_-_1965 ... ... . i meemaaaa o
L11440 - _Tailandia - 1962 _R. ... .. .. oo iiiiae cacaaaann P oo T oo
L11441 - Tailandia - 1986 ....... ... ccccceno-- D ..... Voo.P oo Ve i
L11442 - Tailandia - 1987 ... . ... ... .... D ..... Voo.P oo Voo i
L11619 - Tahiti_-_1989 ... ... i meemaaaaa o
L11620-_Tailandia_-_1973 ... ... i. it e o
L11435 - _Samoa_-_1986 @ ... eee c e eeeen meemaaaaa o I
1900 200 210 220 2300

M93130-H87-Filipinas-1956 PRTGLDFNEM ILLTMKNKAW MVHRQWFFDL PLPWTSGATT KTPTWNRKEL
AM2394-BR-2002 et e e e aeae e E.oo.......
bel70617-BR-2002 e e e ee e e eeeaaaaan E.oo ...
BEL73318-BR-2003 i e e eea e eeaea eeeeaaaan E.oo.......
CEA4739-BR-2002 e e e ek e eemmeae eemeaaaaan E.oo ...
GOI099-BR-2003 e e e eee e eeeae eeeeaaaan E.oo.......
GOI100-BR-2003 e e e e e eemeae eeeaaaaan E.oo ...
MTO3103-BR-2001 i f i aaea e eeaea e e E.oo.......
RGN576-BR-2003 e e e ee e e e e E.oo ...
ror3832-BR-2002 e e e e e eemeae emeeaaaan E.oo.......
ROR3845-BR-2002 i e e ee e e e e E.oo ...
AY038605-RJI-BR-2001 = i e e eaae e eeaaaaa E.oo.......
AYB79147-RI-BR e et e e eae e E.oo ...
L11438 - _SrilLanka - 1991 ... ... e e e eeaaae eeaeaaaa E.o ... ..
AB189126_-_Indonesia-1998 ... ... i e aeae e E..... K..

AB189127-Indonesia-1998 .. i e aea e E..... K..

L11433 - Porto RICO — 1963 ... ... i i iicecs emmmecaece emmmaaan AEV........
L11423 - Filipinas_- 1956 ... ..o iir e memaaaae mmmeaaaaa
L11424 - India_-_1984 o et e e e e eeeeaae E..P......
L11425 - Indonesia_-_ 1973 ... i e e e e e E..... K. .

L11426 - Indonesia - 1978 ... ... s e e e meaaae eemeaaa- E..... K..

L11427 - _Indonesia_-_ 1978 ... i e e e e E..... K..

L11428 - Indonesia - 1985 ... ... ... i e eeeaaae eemeeaaa- E..... K..

L11429 - Malasia_-_1974 .. e e aaae e eaaaaaa E..... K..

L11430_-_Mocambique - 1985 ... ... .. i e aaae e E.o.......
L11431 - _SrilLanka - 1981 ... ... i e aaae eeeaaaaaa-
L11432_-_Filipinas_-_1983 .......... 2 e e et e E..... K..

L11422 - Fiji_-_1992 e et e deae e eeeaaaa E..... K..

L11436 - _SriLanka - 1985 ... ... i e e eeaaae eeaeaaaaa E.o ... ..
L11437_-_SrilLanka - 1989 ... i e eae e eeeaaaa- E.oo ...
L11439_ - _Tahiti_-_1965 .. it e aeae e E.oo.......
L11440_ - _Tailandia_ - 1962 ... ... it e aae e eeeeaa E.oo ...
L11441 - Tailandia_-_ 1986 ... ... .. ot iiiacen ammeaaan emeaaaaaa E.o ... ..
L11442 - Tailandia - 1987 ... ... i iiiiian e S .. E.oo ...
L11619_ - _Tahiti_-_1989 .. i it e eaae e E..... K..

L11620-_Tailandia_ - 1973 .. i it i e e aaae e eeeeaa E.oo ...
L11435 - _Samoa_-_1986 @ it a e eeaan e eeaeeae emeaeaaan E.oo.......

240 250 260 270 280

M93130-H87-Filipinas-1956 LVTFKNAHAK KQEVVVLGSQ EGAMHTALTG ATEIQTSGGT SIFAGHLKCR
AM2394-BR-2002 i aae e e Koooeeao s o N oo oeiee o
bel70617-BR-2002 .. ....... B N e i o
BEL73318-BR-2003 . ........ e Noeee o iee o
CEA4739-BR-2002 i e e eeee e meaeaae aaaan- Neoeee i o
GOI1099-BR-2003 L L....--. e Noeee oeieea o
GOI100-BR-2003 it it e eaee e eeaeeme aaaa- N e e o
MT03103-BR-2001 . ....... e N oo oeeie o
RGN576-BR-2003 i e eeeaaaaa Koooeeea e e e N e
ror3832-BR-2002 L _....... P i P. ..... N oo oo
ROR3845-BR-2002 .. ....... B Noeee e
AY038605-RJ-BR-2001  _......... e N oo oo
AYB79147-RI-BR e e e mmemmeaae e N e
L11438 - _SrilLanka - 1991 ... ... i e e eaaaan e Neooe eeee e o

Figura 12: Alinhamento de 37 sequUéncias de aminoacidos (AA) do gene prM/M/E do
virus VDEN3. O provavel sitio de N-glicosilagdo esta
marcacdo em cinza corresponde ao dominio de fusdo e em amarelo ao dominio de
ancoragem da membrana (Laciotti et al., 1994).
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AB189126 - Indonesia-1998 ... . ... ... e h e eeeaae meaeeeaae meemaaaaan
AB189127-Indonesia-1998 . e e aat e eieee eeeaaaaan
L11433 - Porto RICO - 1963 ... i iir ciiiecccen meccmcaaan aaaan
L11423 - Filipinas_ - 1956 ... et e e e et e
L11424 - India_-_1984 e N e e o
L11425 - Indonesia - 1973 .. i o acaee mmmemeae ememmeaaan memeaaaaan
L11426 - _Indonesia_-_ 1978 . e e e et e e e e eeaaaaa
L11427 - Indonesia - 1978 ... . e ccaee m e eeaaeae ememmeaaae memeaaaaan
L11428 - Indonesia_-_ 1985 .. e e e et e e e eeeeaaaaa
L11429 - Malasia_-_ 1974 i et e e e e e e
L11430_-_Mocambique_-_1985 ... ... ... it e eeeee e N oo
L11431 - _SriLanka - 1981 ... e e eee et e
L11432 - Filipinas_— 1983 ... oo iie f i e meemacaaae mmmmeaaan meeeaaaan
L11422 - FiJi_—_ 1992 e e e e e et e
L11436_-_SriLanka - 1985 ... .. i i e aaae e eeaeaee meeeaaan
L11437_ - _SrilLanka - 1989 ... ... ... i aen meeaeaaan aaaan Neooe iee e o
L11439 - Tahiti_-_1965 . it e eeea e
L11440 - Tailandia_-_ 1962 ... . ... ... ciiiiiian cmmaaaan e Neooe ieee e o
L11441 - Tailandia - 1986 ... ... @ iiii it e e e e N oo oo
L11442 - Tailandia_-_ 1987 ... ... i i iiaen memmaeaaan e Neooe i ee o
L11619 - Tahiti_-_1980 . it e e eae e e e
L11620-_Tailandia - 1973 ... i ir i eciaen memaeaaan aaaan Neooe ieie e o
L11435 - _Samoa_-_1986 L. e e et e eee e N oo oo
290 300 310 320 330
M93130-H87-Filipinas-1956 LKMDKLKLKG MSYAMCLNTF VLKKEVSETQ HGTILIKVEY KGEDAPCKIP
AM2394-BR-2002  _..... E... ...... T oo e it e
bel70617-BR-2002 _._.... E... ...... T oo e et e eeaaaaan
BEL73318-BR-2003 ...... E... o.... T e e e e
CEA4739-BR-2002  _..... E... ...... T oo e et e eeaaaaan
GO1099-BR-2003  _..... E... ...... T e e e
GOI100-BR-2003  _..... E... ...... T oo e et e eeaaaaan
MT03103-BR-2001 ...... E... o.... T e e e e
RGN576-BR-2003  _._.... E... ...... T oo e et e eeaaaaan
ror3832-BR-2002 = _..... E... o.... T e e e e
ROR3845-BR-2002  _._.... E... ...... T e e | [
AY038605-RJ-BR-2001 ...... E... o.... 8 Voo e
AY679147-RJ-BR  _L.... E... ...... T oo e et e eeaaaaan
L11438 - SrilLanka_ - 1991 ...... E... o.... T e e R.o.. Roo......
AB189126 - Indonesia-1998 ...... E... -..... T
AB189127-Indonesia-1998  ...... E... ...... S T
L11433 - Porto_Rico_-_1963 ...... E... -..... S
L11423 - Filipinas_ - 1956 ...t et e e e e e
L11424 -_India_-_1984 _..... E... ...... T oo e it e
L11425 - Indonesia - 1973 ...... E... oo .. A e i eeae eemeaaaaaa
L11426_-_Indonesia_-_1978 ...... E.ooo oo A e e e
L11427 - Indonesia - 1978 ...... E... oo .. A e e eea eemeaaaaa
L11428 - Indonesia_-_1985 ...... E.ooo oo A e e
L11429 - Malasia_-_1974  _..... E... oo..... A e e
L11430_-_Mocambique_-_1985 ...... E... -..... T o e e e e e eeaae memmaaaaan
L11431 - SrilLanka_- 1981 _...... E... ...... 1 Voo i
L11432_ - _Filipinas_-_1983 ...... Eoor e A e e e e
L11422 - Fiji_-_1992 __.._.. E... o..... A e e
L11436_-_SrilLanka_ - 1985 ...... E... ..... T e e e d e eeeemaaaan
L11437 - _SrilLanka - 1989 ...... E... -..... T e e eeaae eeeaaaaan
L11439 - Tahiti_-_1965  ...... E... ..... 1]
L11440 - Tailandia - 1962 ...... Eor o i e e e aae e
L11441 - Tailandia - 1986 ...... B i e e e e aaaen eeeeaaaaaa
L11442 - Tailandia - 1987 ...... Eor o i e e e aae e
L11619 - Tahiti_-_1989  ...... E.oo eeeioo. A e e e e e e
L11620-_Tailandia - 1973 ...... Eor o i e e e eeaae e
L11435 - Samoa_-_1986 = ...... E... ...... 8 Voo e

Figura 12: Alinhamento de 37 sequUéncias de aminoacidos (AA) do gene prM/M/E do
virus VDEN3. O provavel sitio de N-glicosilagcdo esta indicado em vermelho. A
marcacdo em cinza corresponde ao dominio de fusdo e em amarelo ao dominio de
ancoragem da membrana (Laciotti et al., 1994).
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340 350 360 370 3800
M93130-H87-Filipinas-1956 FSTEDGQGKA HNGRLITANP VVTKKEEPVN IEAEPPFGES NIVIGIGDKA

AM2394-BR-2002 e e et e e eeee e eaeae e N.
bel70617-BR-2002 i e e e e e e e e eemeaee e N.
BEL73318-BR-2003 e e e e eemeaae e aaaan e meeameaa e N.
CEAA739-BR-2002 e e e e et e eeee eeaeaan- N.
GOI099-BR-2003 e e e eeee e eeeee eemeeaaae eeeaaaan N.
GOI100-BR-2003 e e e e e e e et e eae eeaeaan- N.
MTO3103-BR-2001 e feeemmaae e aaean e meeammaa e N.
RGN576-BR-2003 i e e e e e e e eemeaee e N.
ror3832-BR-2002 e e e eeee e e eemeeae e aaeane aeeaaaan- N.
ROR3845-BR-2002 i e e e e e e e e eemeaee e N.
AY038605-RJI-BR-2001 it iae c e amaen meeemmaeae e maeene eeeaaaan- N.
AYB79147-RI-BR e e e e e e et e
L11438 - _SriLanka - 1991 ... i e e aae e maaaaae eeeaaaa- N.
AB189126 - Indonesia-1998 ... . ... ... i iiis e eeeaaee e S [P
AB189127-Indonesia-1998 @ ... .. ... e i eeeaaeae emaaaaaa R
L11433 - Porto_RICO _— 1963 ... ... ir i iiacan amcecaeae emcmaaan T....
L11423 - Filipinas_ - 1956 ...t et e e e e e
L11424 - India_-_1984 e et e e eae e eaaae e N.
L11425 - Indonesia - 1973 ... i o ceaae m e eeaeae ememmeaaaa memeeaaaaa
L11426 - _Indonesia_- 1978 ... .. ot aaan e e eemaaee e emeaaaa emmeaaaaa
L11427 - Indonesia - 1978 ... .o f e aen d e eeaeae eeemmeaaaa memeeaaaaa
L11428 - Indonesia_-_ 1985 ... ... .. i i e e eeaaae ememeaaaa eeaan T....
L11429 - Malasia_-_1974 .. it eeemaaaan S il e
L11430_-_Mocambique — 1985 ... ... ... fii i iien e eeeaaan emmmeeaaae eaaaaan N.
L11431 - _SrilLanka - 1981 ... e e e e e e e e N.
L11432 - Filipinas_- 1983 ... it i aaee ammaeaace emmmeaaaa emaeaaaaaa
L11422 - Fiji_-_1992 . e
L11436_-_SriLanka - 1985 ... ... i e e e eeen e e eaeeae e T..N.
L11437_-_SrilLanka - 1989 ... e e e e e e e N.
L11439 - Tahiti_-_1965 .. it i eeccae emmacaan mmemeaae e T....
L11440_-_Tailandia_-_1962 ... ... .. it i S 5
L11441 - Tailandia - 1986 ... iin f i eecae meeamaaae e e eaaan meemaaaaan
L11442 - Tailandia - 1987 ... ..t e e e aaee e mmeaaan eeaaaa-
L11619 - Tahiti_-_1989 ... ... . ... fiiieaao--
L11620-_Tailandia - 1973 ...t e a e e meaaee e meeaaan eeeaaaaa-
L11435 - _Samoa_-_1986 @ .. a e e e e eeean e e maemma e T..N.
390 400 410 420 430

M93130-H87-Filipinas-1956 LKINWYRKGS SIGKMFEATA RGARRMAILG DTAWDFGSVG GVLNSLGKMV
AM2394-BR-2002  ..... K e i i it e iaaee eemeeaaaa-

bel70617-BR-2002  _._.... Ko e e e d e e
BEL73318-BR-2003  ...... Ko e e e e e e
CEA4739-BR-2002  _..... O
GO1099-BR-2003  _..... Ko e e e e e e e
GOI1100-BR-2003  _..... O
MTO3103-BR-2001 _..... Ko e e e d e e e
RGN576-BR-2003 . ._.... O
ror3832-BR-2002 = _..... Ko e e e e e e
ROR3845-BR-2002  _._.... O
AY038605-RJ-BR-2001  ...... Ko e et e d e e e
AYB79147-RI-BR e e e e eae e e
L11438 - SrilLanka - 1991 ...... Ko o e e ae e aaaan eemeaaaaaa
AB189126 - Indonesia-1998 ...... Ko e e e aee e meeaaae meaaaaa-
AB189127-Indonesia-1998  ...... S
L11433 - Porto RICO — 1963 _R. ... .. it icer amcecacce ecccecaace aeann F....
L11423 - Filipinas_— 1956 ... iee f i ieeccae meemccaaae mmmmeaaan meemaaan
L11424 - India_-_1984 _..... Ko e e e e e et e e
L11425 - Indonesia_-_1973 ...... Ko e e e et e et e
L11426 - Indonesia_ - 1978 ...... Ko e e e e e e e aae emeaaaaa
L11427 -_Indonesia_-_1978 ...... Ko e e e e et e
L11428 - Indonesia_ - 1985 ...... Ko e e e e e e meeaae e
L11429 - Malasia_-_1974  ...... Ko o e e et e d e e e
L11430_-_Mocambique_ - 1985 ...... Ko e e e e e e meeaae e
L11431 - SrilLanka_- 1981 ...... Ko o e et e a e e e
L11432_ - _Filipinas_-_1983 ...... Ko e i e e et e e aaee e

Figura 12: Alinhamento de 37 sequéncias de aminoacidos (AA) do gene prM/M/E do
virus VDEN3. O provavel sitio de N-glicosilagcdo esta indicado em vermelho. A
marcacdo em cinza corresponde ao dominio de fusdo e em amarelo ao dominio de
ancoragem da membrana (Laciotti et al., 1994).

Continua—



L11422_-_Fiji_-_1992
L11436_-_SriLanka_-_1985
L11437_-_SrilLanka_-_1989
L11439_-_Tahiti_-_1965
L11440_-_Tailandia_-_1962
L11441_-_Tailandia_-_1986
L11442 -_Tailandia_-_1987
L11619_-_Tahiti_-_1989
L11620-_Tailandia_-_1973
L11435_-_Samoa_-_1986
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AY038605-RJ-BR-2001
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L11438 - SrilLanka - 1991
AB189126 - Indonesia-1998
AB189127-1Indonesia-1998
L11433 - _Porto_Rico_-_1963
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L11424 - India_-_1984
L11425 - Indonesia_-_ 1973
L11426_-_Indonesia_-_1978
L11427 - _Indonesia_-_ 1978
L11428 -_Indonesia_-_1985
L11429 - Malasia - 1974
L11430_-_Mocambique_-_1985
L11431 - SrilLanka - 1981
L11432_ - _Filipinas_-_1983
L11422 - Fiji_-_ 1992
L11436 - SrilLanka - 1985
L11437_-_SrilLanka_-_1989
L11439 - Tahiti_ - 1965
L11440 -_Tailandia_-_1962
L11441 - Tailandia - 1986
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Figura 12: Alinhamento de 37 seqiUéncias de aminoacidos (AA) do gene prM/M/E do
sitio de N-glicosilagdo esta
marcacdo em cinza corresponde ao dominio de fusdo e em amarelo ao dominio de
ancoragem da membrana (Laciotti et al., 1994).
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AB189127-1Indonesia-1998 Y .
L11433 - _Porto_Rico - 1963 ....A_....
L11423 - Filipinas_-_1956 .........
L11424 - India_-_1984 Y
L11425 -_Indonesia_-_1973 ....A....
L11426 - Indonesia - 1978 ....A....
L11427_-_Indonesia_-_1978 ....A....
L11428 - Indonesia - 1985 ....A....
L11429 - Malasia_-_1974 Y S
L11430_-_Mocambique_-_1985 ..._.A....
L11431 -_SrilLanka_-_1981 .- ALALL
L11432_ - Filipinas_-_1983 _....A_....
L11422 - Fiji_-_1992 Y
L11436_-_SrilLanka_-_1985 Y
L11437_-_SrilLanka_-_1989 .- AL
L11439 -_Tahiti_-_1965 Y .
L11440_-_Tailandia -_1962 _...A_.._..
L11441 - Tailandia_-_1986 ....A....
L11442 - Tailandia -_1987 ....A_....
L11619_ -_Tahiti_-_1989 Y .
L11620-_Tailandia_-_1973 Y
L11435 - Samoa_-_1986 LA

Figura 12: Alinhamento de 37 seqiéncias de aminoacidos (AA) do gene prM/M/E do
sitio de N-glicosilacdo esta
marcacdo em cinza corresponde ao dominio de fusdo e em amarelo ao dominio de
ancoragem da membrana (Laciotti et al., 1994).

virus VDEN3. O provavel

indicado em vermelho.



Tabela 16: Analise de Identidade e Divergéncia nucleotidica das seqiiéncias parciais prM/E de VDEN3

2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 | 13 | 14 | 15 | 16 | 17 | 18 | 19 | 20 | 21 | 22 | 23 | 24 | 25 | 26 | 27 | 28 | 29 | 30 | 31 | 32 | 33 | 34 | 35 | 36 | 37
1 98.3[98.2/98.1/99.0199.4199.3199.3]199.2|93.1|93.1|98.1[98.1[90.5[94.7[98.4[942|94.0/93.4193.71942[97.9[97.9193.8]93.7[94.4[97.7[98.9[99.1|92.8/953/9431943]935]949(973| 1
2 |19 98.6 | 100 [ 99.2 [97.8 |97.7|98.2|98.1192.4]192.4]98.898.189.6|94.097.3[93.5[93.3[92.7[93.0/93.5|96.8|96.8]|93.2193.0]93.7[96.6|97.4|97.6[91.8]/94.3[93.3[93.3/929/93.8|962| 2
3 1820 98.1 198.6 198.2|198.0|98.3]98.2]93.0]92.9]98.9]98.9[90.2[94.3[97.9[943|94.1/933]193.7194.1197.4]197.5]93.8(193.7[94.0[97.2/97.8/98.0[/92.4/949193.9|93.9]193.6]/945[97.0| 3
4 |18 | 15] 18 98.9197.9197.7[98.3[98.0/92.4|192.3]98.9]98.2[89.893.9|97.3]93.6[93.4[92.7[93.2|93.5/96.8|96.7|93.2193.0]/93.6]/96.6|97.3[97.5]92.0[94.4[93.3[93.3[929/93.8|963| 4
5119100120115 97.8197.7/98.2|98.1192.4]192.4]198.8]98.1|89.6|94.0|97.3]93.5[93.3[92.7[93.0/93.5/96.8|96.8]193.2193.0]/93.7][96.6|97.4|97.6|91.8]/94.3[93.3[93.3[929/93.8|962| 5
6 11009141109 98.7 1 98.5|98.8 | 98.7193.092.9199.0|98.5[90.294.5]97.9[94.1 [93.9[93.2[93.694.0|97.4|97.5|93.8193.5194.2[97.298.198.2]92.4[95.0[93.9[93.9[93.4|945]|969]| 6
7104120 [15(19]20]1.1 99.5198.9198.9[93.2[93.1|97.9197.9]190.5]|94.7[98.294.2|94.1 [93.4[93.7[94.1 [97.8[97.9|93.8|93.7194.4]197.7[98.8[99.192.8]953[943[943[935|949|972| 7
8 107232023 ]23]|14]03 98.7 198.7 193.1 193.0|97.8197.8190.4|94.6 | 98.0 | 94.1 [93.9 [93.4[93.6|94.0|97.6 97.7193.7193.71943197.5[98.6[99.092.7[95.1 94.2[942|93.5|94.7|97.0| 8
910818 |17 |17 [18[12]09]13 99.3 193.0[93.0[98.4/98.3|90.3|94.5|98.0/94.2[93.9[93.393.6[94.1[97.4[97.5[93.7[93.7[942|97.21982]98.4]192.5]195.0[94.0[94.093.5[94.6[969] 9
10/ 08 19|18 2019 ]13]09]12]07 92.9192.9/98.1 98.1190.2194.4197.9]94.193.8[93.2[93.5[94.0[{97.4[97.4|93.6/93.6/94.1|97.21982]98.5[92.4[94.9193.9]93.9[93.4[94.5/96.8]| 10
11175 |82 |76 82|82 |76 |71 |75]75]|76 100 | 92.8193.5[90.4|95.3193.9[97.7[97.5[97.0[98.3[98.0|94.6|94.1|96.6]|95.9[95.0[94.293.6[93.6[92.294.6[94.0[94.0/96.8|945]94.1|11
1217582 |77 |83 8276727576 77]0.0 92.7193.4/90.4|1953193.9]197.7197.5]196.9 |98.2]97.9[94.5[94.0[96.5[96.9|95.0|94.1|93.5]193.5][92.1[94.5]94.0|93.9[96.8[94.4[94.0]| 12
13(20 (13|11 |11 )13 ]10]19]22 |16 |18 |78 ]78 99.0 [ 90.0 {942 |97.5|94.1 193.8193.1|93.5]|93.9[97.0[97.193.5[93.7[93.9[96.7[97.3[97.3[92.1|94.6]/93.5]193.5[93.5[94.1|96.6|13
14120 (20|11 |18]20]15]19]22|18]20]70]71]1.0 90.7 [ 94.9 1979 194.7194.4193.8194.1194.5[97.4[97.5[94.0[94.1 [94.6 [97.2|97.7|97.8|92.7|952]942]1942[94.0[{94.897.0| 14
15(105|11.7|11.0|114)11.7]11.0]10.3]10.7{10.8]10.9]10.8|10.8[11.2]104 91.6 [ 90.8 [ 91.0 [ 90.8 [ 90.4 | 90.6 | 91.0|91.0|90.6 | 91.0[90.8 | 91.4 | 90.7 | 90.4 | 90.6 | 96.6 [ 91.0 [ 91.0 | 91.1 | 90.8 | 91.4]90.6 | 15
16|56 |64 |61 | 6564595457 [58[59]50]50]62]54]093 95.5196.6 |96.1 |95.71959]196.4]95.695.6959(95.7[99.7[954[949|95.1|93.7/96.8|959]958]95.8[96.5]953]|16
17117 (28 |22 |28 |28 |21 |16]21 |21 [22]65]66]25]22]103]4.7 95.1{94.9[94.1 945|951 |98.2198.9]194.6]|94.5[95.2[98.698.5]98.7[93.3[96.2[95.1|95.1|94.5|95.8]|983] 17
1862 |69 |61 | 68696359163 ]62]62]24[24]63]|57]|101]36]52 98.9 198.4|98.4199.2196.0]|952]98.0]98.8[963[953[94.8[94.7[93.1[959[95.0[/95.0/98.8|95.6]95.1|18
19(64 |71 647071 ]165]60]65][65]|66]26]26]66]60/[103|41|54]1.1 97.9198.2[99.095.7[95.1|97.7|98.0]|958]952]94.5]194.5[92.895.6|94.8[94.8[97.9[953[949]19
20172 |78 [ 72 78 |78 |73 |68 |71 |73 |73 ]|32]132]|74]66 (1108|4664 |17 |22 97.3198.1194.91944197.0]|97.4]1954[94.3|93.7[93.7[92.1 [95.0[94.1942|97.4|94.7]|94.0] 20
21168 | 7568 [ 73 [ 75|69 |65 |68|69|69|18]19]70]|64 (1105|4459 171928 98.7 195.1 [94.7 972 975|956 948 |94.1|94.1[92.6[952[94.3194.4[97.5[949 (94721
22162 1706369706461 |64]|63]|64]21]22]65](59 (10138520911 2013 95.7195.1 19791983 96.1|95.1]94.5]194.5[93.0[95.694.7]94.8[98.2]95.3[95.1| 22
23122 (1332733332621 252727 [58[59[31]27]101]46 |19 |42 |46 |54]|52]45 98.1 1952952953 /9791982983 ]93.5]/963[952|95.1[95.1[95.7[97.6| 23
24122 1332634 (33[26[20|24 )26 |26|64]64[30]26(105]46 [ 1251526057 |52]20 94719441953 199.0|98.4]98.5]93.3[96.2]952|95.1 94495998524
25165 |71 [ 65|71 716562 |65]66|66|35]35][68[63[99 (4256|1923 |30|28|21]50]55 97.0 [ 95.6 | 94.894.094.1 9291955946946 97.2[952|94.7| 25
26| 68 | 7568 | 757569 6568|6869 ]32]33 |67 ]63[103[45 59|12 |21 |28)26)|18]51]60]30 954 1945|941 194.092.819521943]1943[99.694.8 944 26
27160 | 67 64 69 67|62 |57 |60]62]62]|53|54]65[57[95]03[51[39|44|49147]142]150]50]45]49 95.1 194.6 94.893.4|955]957]1955]955[96.2|95.0| 27
28124 135[29 (353528222629 ]129]163]63 (3429110449 145051 |61 |56 |52]22]10]54]59]52 08.2198.3193.3/96.0|949]194.9]94.5]95.7|98.5] 28
29112 127123128 (2719101418 |18]69 702724 ]108]54 1556|5968 |64|59]|19]17]63 |63 |58]|19 99.4192.8195.694.7|94.7|93.9|954]97.7] 29
30| 10|25 (21 (2625|1807 |10]16]|15]169]70 |27 |23 [106[52 |13 |57 |59 |68|64|59|17]|15]62]|64]|55]|17]0.6 93.0[95.8/94.8194.8193.9|954]979] 30
31|78 8982|8789 [82]75]79 |81 [82|86|86|85[79(36]|68|72[75|78 87|81 [76|70]73 76|78 |72]|72|78]76 92.8192.9/93.4[93.0| 31
325060 [54[59 (60|53 |47 |51 |53 |54|58|59][57[51]100[34[40 4447 |53 |51 |46|39]140]46]51 (37143474568 96.4 (952972958 32
33|61 |72 [66 7272655862 ]|65]|65]|64]65]69 6211004452 |54[56 63|61 56|51 |51 [56]61|46]|55]|57][56]76]37 94.5198.6 | 94.7 | 33
3416172667272 |65]|58|62]|65]65]65]|66]69]62](100[44 52|53 |55|63]60]56|52]52[56]62 |48 55|57 5678|3812 98.4(94.7 | 34
3|71 7716976777067 |70]70]71 ]33 ]|34[69]64(103[44[59[12 22|28 26|19 ]|52]160]|28]|04 |48 59 |65]65]77][51][59]6.0 944 | 35
36|54 |66 [59[66 665952 |56|58|58|59]160]63[56]96[37[45 465057 |55|50]46]|44[50[55]40]46[49 (4971 3015|1654 36
37128 (1393238393226 313333646435 ]32]106[50 18|53 |55|64|56|52|25]|16/[55]60]|54][16]24[22 76|44 |56|56]60]48
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 |12 | 13 | 14 | 15 |16 | 17 | 18 | 19 | 20 | 21 | 22 | 23 | 24 | 25 | 26 | 27 | 28 | 29 | 30 | 31 | 32 | 33 | 34 | 35 | 36

Legenda: 1- AM2394, 2- GOI099, 3- GOI100, 4-MTO3103, 5- BEL70617, 6- BEL73317, 7- CEA4739, 8- RGN576, 9- ROR3832, 10- ROR3845, 11- AB189126 Indonésia, 12- AB189127 Indonésia 13- AY038605-RJ, 14- AY679147-RJ, 15- L1143

Porto Rico, 16- L11423 Filipinas, 17- L11424 India, 18- L11425 Indonésia, 19- L11426 Indonesia, 20- L11427 Indonesia, 21- L11428 Indonesia, 22- L11429 Malasia, 23- L11430 Mogambique, 24- L11431 SriLanka, 25- L11432 Filipin
27- M93130 H87, 28- L11436 SriLanka, 29- L11437 SriLanka, 30- L11438 SriLanka, 31- L11439 Tahiti, 32- L11440 Tailandia, 33- L11431 Tailandia, 34- L11442 Tailandia, 35- L11619 Tahiti, 36- L11620 Tailandia, 3

29
]

11422 Fi
35 Samo




Tabela 17: Diferencas de aminoacidos das sequéncias da prM/E dos virus VDEN3 comparados ao virus Sri Lanka 1991.

AMOSTRAS DE VDEN3
Gene | Posigao
AM2394 GOI099 GOI100 MTO3103 Cead739 Bel70617 RGN576 Ror3832 Ror3845 Bel73318 AY038605RJ  SriLanka’
FD) (FHD) (FHD) (FHD) (FD) (FD) (FD) (FD) (FD) (FD) (FD) 1991

M 86 H R H R H R H H H R R H

E 6 | Y Vv | | Vv | | | \Y \Y |
53 L L L L M L M L L L L L
89 Q P Q P Q Q Q P P P P Q
246 Q P Q P Q P Q P P P P Q
251 K E E E E E K E E E E E
320 | | | | | | | | | | \Y |
321 R K K K K K K K K K K R
325 K K K K K K K K K K K R

Legenda: a — posicéo do aa; b- codigo amostra; c- amostra prototipo, os aa em vermelho sdo os que alteraram quando comprados com o protétipo do gendtipo 111
de VDEN3

0
=




Tabela 18: Frequéncias dos pares de nucleotideos do virus VDEN3

Dominio Pares Tr Tv R
idénticos
Média 1884 80 13 6,3
1" Posicdo do 646 11 1 11
codon
2" Posicdo do 653 5 2 2,5
codon
3" Posicdo do 585 64 10 6,4
codon

Legenda: Tr= transigcéo; Tv= transversao; R= si/sv
Todas a freqiiéncias estao apresentadas na forma da média de todos os taxons.

Numero de seqliéncias: 37

AM2394-BR-2002; GOI099-BR-2003; GOI100-BR-2003; MTO3103-BR-2001; bel70617-BR-2002;
BEL73318-BR-2003; CEA4739-BR-2002; RGN576-BR-2003; ROR3832-BR-2002; ROR3845-BR-2002;
AB189126 - Indonésia-1998; AB189127- Indonésia-1998 AY038605-RJ-BR-2001; AY679147-RJ-BR;
L11433 - Porto Rico — 1963; L11423 - Filipinas — 1956; L11424 - india — 1984; L11425 - Indonésia — 1973;
L11426 - Indonésia — 1978; L11427 - Indonésia — 1978; L11428 - Indonésia — 1985; L11429 - Malasia —
1974; L11430 - Mogambique — 1985; L11431 - SriLanka — 1981; L11432 - Filipinas — 1983; L11422 - Fiji —
1992; M93130-H87-Filipinas-1956; L11436 - SriLanka — 1985; L11437 - SriLanka — 1989; L11438 -
SriLanka — 1991; L11439 - Tahiti — 1965; L11440 - Tailandia — 1962; L11441 - Tailandia — 1986; L11442 -
Tailandia — 1987; L11619 - Tahiti — 1989; L11620- Tailandia — 1973; L11435 - Samoa — 1986.




5.4- Analise de Saturacéao

Antes de iniciarmos a analise dos dados verificamos a qualidade da
informacgéo filogenética disponivel. Para isso escolhemos um teste onde se
agrupam dois conjuntos: um visando verificar a presenga de saturagao e outro
visando identificar se os dados contém estrutura genética ou sinal filogenético.

Na verificacao de saturacédo, devemos observar se a taxa de transicio é
maior que a de transversdo. Entretanto, a medida que aumenta a divergéncia
entre duas sequéncias, o numero de transi¢gdes observadas em relacdo ao das
transversdes decresce em fungédo da saturagdo. Para isso usamos o programa
DAMBE que é capaz de verificar se ha ou ndo saturagao nos dados.

As sequéncias obtidas em nosso trabalho, quando analisadas pelo
DAMBE, apresentaram baixo indice de saturacdo como pode ser visto nos
graficos pelas retas de transicdo e transversao, indicando excelente sinal

filogenético (figura 13 e 14).
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Figura 13: Analise de saturacédo nos genes prM/M/E/NS1 VDEN 2
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Figura 14: Analise de saturacéo no gene E do VDEN 3



5.5- Analise Filogenética

5.5.1 - Analise filogenética do virus VDEN2

A sequéncia dos genes da poliproteina prM/M/E/NS1 de 11 amostras
isoladas no Brasil, entre os anos de 1991 e 2002 (tabela 05) foram comparadas
com 16 sequéncias retiradas do genbank/ncbi/nlm/nih/gov de sequéncias dos
virus das principais epidemias ocorridas no mundo. Foram realizadas analises
usando os métodos de maxima parciménia (MP) e agrupamentos de vizinhos
(NJ, neighbour-joining) usando os programas, PAUP e MEGA.

Os resultados obtidos com os métodos citados n&o diferiram, mas
apresentamos graficamente os resultados dos dois modelos usados. Nas
figuras 15 e 16 vemos as arvores filogenéticas com as 11 seqiéncias obtidas
em nosso estudo de VDEN2 e as 16 retiradas do banco de dados
(genbank/ncbi/nim/nih/gov). Estas foram analisadas pelos métodos citados
acima e nos ramos principais podemos ver o agrupamento de nove sequéncias
brasileiras (Cea2440, Cea2462, Cea2463, RGN53, MIG1269, Bel63650,
Bel61082, GOI4191, Toc 2016) com elevado grau de afinidade com o virus
Jam83 (sustentado por 99% do valor de bootstrap), representando o genotipo
lll. As amostras do Estado de Roraima se agruparam um pouco mais distante,
mas correspondendo ao mesmo genotipo, e estdo mais préximos aos virus
isolados no Centro-Oeste brasileiro e da Venezuela.

Com o objetivo de aumentar a confiabilidade dos resultados analisados,
foi aplicado um outro teste de andlise filogenética denominado de maxima
parcimbnia. Nesse teste (figura 16) avaliamos se haveria alguma alteragao nos
agrupamentos obtidos anteriormente. Os resultados obtidos foram semelhantes

ao anterior com valores de “bootstrap” aproximados (Figuras 15 e 16).
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Figura 15 - Analise filogenética dos genes C/prM/E dos virus VDEN2. Dezesseis sequiéncias referéncias dos
genotipos de Il, Il e VI obtidas no Genebank (nimero de acesso tabela 03). A analise foi realizada utilizando o
método de agrupamentos de vizinhos e a distancia nucleotidica calculada pelo método kimura 2 parametros. Os
valores de “bootstrap” foram calculados apds 1.000 pseudoreplicas e estdo listados apenas nos ramos
principais. A seqiéncia de VDEN3 M93130 foi usada como grupo externo (“out-group”) durante a analise. Os
isolados brasileiros analisados neste trabalho estdo marcados em vermelho. A barra de escala corresponde a

razao de substituicdo nucleotidica. A distancia vertical € apenas ilustrativa. .



1Q

51

100

b

80

&

Cea2440 Br- 94

Cea2463 Br- 94
Cea2462 Br-94
RGN53 Br- 94
GOI4191 Br-02
TOC2016 Br- 91
44 2 Brasil 90

AF100466 Ven
M20558 Jam 83

MIG1269 Br- 95
Bel63650 Br- 02
Bel61082 Br- 01

ROR1811 Br- 96
ROR1812 Br- 96

M32941 NGC-44
AF100464 TIn-96
AF100463 TIn- 96
AF100459 Tin-94

AF100460 Tln 94
AF100461 TIn-95

U3195 1 TIn- 93
AF100462 TIn- 95
D00345 TIn- 80
U87411 TIn- 64
AF100467 Per- 95

"AF100468 Peru-96
98 AF100469 Mex- 92

L04561 Mex- 83
M93130 VDEN3

\

>

\

>

J

Genotipo III
Jamaica

Gendtipo 11
Tailandia
Antiga

Genotipo IV
Americano

=> DENV3

Figura 16: Analise filogenética parcimoniosa dos genes prM/E das amostras virais de VDEN2. Dezesseis
sequéncias referéncias dos genotipos de Il, lll e VI obtidas no genbank/ncbi/nim/nih/gov (nimero de

acesso tabela 03). A analise heuristica foi realizada no PAUP, baseada em 2006 nucleotideos
(comprimento da arvore = 1299, indice de consisténcia
como dado extraviado). Numeros acima dos ramos correspondem ao valor de “bootstrap” (apés 1000
pseudoreplicas). A seqiéncia de VDEN3 M93130 foi usada como grupo externo (‘out-group”) durante a
andlise. Os isolados brasileiros analisados neste trabalho estdo marcados em vermelho. A barra de

0.77, indice de retencao= 0.84, gap tratado

escala corresponde a razdo de substituigdo nucleotidica. A distancia vertical € apenas ilustrativa.




5.5.2 - Analise filogenética do virus DENV3

As sequéncias do gene da poliproteina prM/M/E de 10 amostras de
VDENS3 isoladas no Brasil, entre os anos de 2001 e 2003 foram comparados
com sequencias de VDENS3 disponiveis no Genbank de virus representantes
dos genodtipos circulantes no mundo. Foram realizadas analises usando os
métodos da maxima parcimoénia (MP), e agrupamentos de vizinhos (NJ,
neighbour-joining) usando dois programas, PAUP e MEGA.

Os resultados obtidos com os métodos citados nao diferiram, e estao
representados em forma de arvore filogenética. A arvore apresentada na figura
17 com 10 sequéncias de nossos estudos, 27 sequéncias representando os
gendtipos de | a IV e uma sequéncia de VDEN2 representando o grupo externo
foram analisadas pelo método de agrupamentos de vizinhos, formaram
subgrupos (clades) dentro do grupo do genotipo Ill que é representado por
sequéncias do SriLanka. Estes resultados estdo sustentados por 88% do valor
de “bootstrap”, que estdo listados nos ramos. Na analise de maxima parcimdnia
obtivemos resultados semelhantes com valores de “bootstrap” de 99%, como

pode ser visto na figura 18.
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Figura 17 - Analise filogenética dos genes E/NS1 das sequéncias de VDEN3. Comparagdo com 27 seqiliéncias
referéncias dos genotipos de | a IV obtidas no Genbank (nimero de acesso tabela 04). A analise foi realizada
utilizando o método de agrupamentos de vizinhos e a distancia nucleotidica calculada pelo método kimura 2
parametros. Os valores de “bootstrap” foram calculados apds 1.000 pseudoreplicas e estéo listados apenas
nos ramos principais. A sequéncia de VDEN2 M20558 foi usada como grupo externo (“out-group”) durante a
andlise. Os isolados brasileiros analisados neste trabalho estdo marcados em vermelho. A barra de escala
corresponde a razéo de substituigdo nucleotidica. A distancia vertical € apenas ilustrativa. .
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Figura 18: Analise filogenética parcimoniosa dos genes prM/E/NS1 das amostras de VDEN3. Comparagao
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como dado extraviado). Numeros acima dos ramos correspondem ao valor de “bootstrap” (apés 1000
pseudoreplicas). A sequéncia de VDEN2 M20558 foi usada como grupo externo (“out-group”) durante a
andlise. Os isolados brasileiros analisados neste trabalho estdo marcados em vermelho. A barra de

escala corresponde a razdo de substituicdo nucleotidica. A distancia vertical € apenas ilustrativa.



6- RESULTADOS

Parte Il - Estudo de neuroviruléncia do VDEN 2 isolado de paciente com
mielite transversa.

6.1 — FUNDAMENTACAO TEORICA DO CASO CLINICO

Um caso de febre classica de dengue foi descrito em paciente masculino
de 58 anos de idade que desenvolveu quadro febril acompanhado de
trombocitopenia complicado com envolvimento neurolégico caracterizado por
mielite transversa, a qual se seguiu de fraqueza em ambos os membros
inferiores e paralisia flacida. A forca muscular do paciente ficou bastante
diminuida e arreflexia bilateral também foi observada. Tal quadro sugere um
efeito do virus no sistema nervoso e mais diretamente no sistema neuro-motor.
O virus de sorotipo dengue 2 (VDENZ2), Bel61082 foi isolado do soro e o
paciente apresentou soro-conversao em testes de inibicdo de hemaglutinagao
e IgM-ELISA. Da mesma amostra de soro da fase aguda da qual o virus foi
isolado, teste de RT-PCR foi positivo para VDEN2. O teste de deteccédo do
RNA viral por RT-PCR foi igualmente positivo utilizando o sobrenadante da
cultura de C6/36 positiva para VDEN2 por IFI, mas foi negativo usando-se o
liquido cefalo-raquidiano (LCR) obtido com 12 dias de doenga. Nenhum outro
agente infeccioso foi isolado ou identificado em testes soroldgicos utilizando as
amostras séricas e o LCR. O paciente foi hospitalizado por trés semanas, tendo
recebido alta do quadro de dengue ainda com problemas da paralisia que foi
sanada apos seis meses do inicio da infecdo pelo VDEN2 (Leao et al., 2002).
Nao foi determinado se o quadro clinico refere-se a uma alteracdo das
propriedades biolégicas do virus, ou se as caracteristicas genéticas do
individuo conferiram uma susceptibilidade incomum, como sugerido para as
reacdes adversas graves com virus vacinal da FA, cepa 17DD (Galler et al,
2001). No que se refere as caracteristicas virais verificamos sua capacidade de
replicacdo em diversos sistemas experimentais que poderiam evidenciar seu
neurotropismo acentuado. Realizamos também o sequenciamento nucleotidico
de parte do genoma viral codificando as proteinas do envelope viral, as quais

sao responsaveis pelo tropismo do virus.



6.1.1- Infeccdo experimental em camundongos.

Praticamente, todos os arbovirus mostram-se patogénicos para
camundongos recém-nascidos, quando inoculados pela via intracerebral,
ocasionando principalmente um quadro de encefalite. Depois do sistema
nervoso, o figado é comumente o segundo alvo de agressdes desses virus
(Dias, 1986). Inumeros virus s&o letais para camundongos adultos, podendo
sé-los também para hamsters e cobaios. Variantes de um mesmo tipo de virus
podem exibir diferentes graus de viruléncia para os animais de laboratorio
(Travassos da Rosa et al.,, 1997; Beaty et al., 1989). Dessa forma iniciamos
nossos estudos utilizando camundongos albinos sui¢cos recém-nascidos (3-4
dias) como modelo experimental animal, para verificarmos se a amostra viral
em estudo apresentava grau acentuado de neuroviruléncia quando comparado
a amostra selvagem de VDENZ2.

Foram realizados quatro experimentos com infeccdes em momentos
distintos, utilizando-se suspensdo com as amostras virais BEL61082, 44/2 e
NGC. Nestes experimentos os animais foram observados por 21 dias para
sinais de paralisia ou morte. A medida que os animais adoeceram ou ao final
do periodo de observacédo de 21 dias, os cérebros e figados foram utilizados
individualmente para a preparacdo de suspensdo cerebral. Ja no quarto e
ultimo experimento os animais foram sacrificados diariamente nos 8 primeiros
dias com uma ultima coleta no 21° dia p.i. para acompanharmos a cinética da
replicacao viral. A deteccédo de virus foi realizada por RT-PCR na suspensao
cerebral e hepatica.

Os camundongos infectados com o virus BEL61082 e 44/2 néo
apresentaram sinal aparente de doenca; aqueles infectados com o virus
controle  (virus VDEN2 NGC neuro adaptado) apresentaram sinais de
disturbios neurolégicos, paresia (paralisia dos membros superiores e inferiores)
e encefalite a partir do quarto dia da inoculacdo. Os animais que foram
inoculados com o diluente PBS+BSA nao mostraram quaisquer sinais de
alteragdes neuroldgicas (Tabela 19).

Ao final dos experimentos, os animais restantes foram sacrificados para

a retirada do cérebro e do figado para preparo de suspensdes, os RNAs



extraidos e realizados os testes de RT-PCR para os quatro sorotipos de VDEN.

As amostras provenientes de figado dos animais inoculados foram todas

negativas.

No entanto, foi detectado RNA viral nas amostras de cérebro dos

animais que foram inoculadas com os virus BEL61082 e NGC, a partir de 96 h

(quarto dia) pos-infecgao (p.i.). Nos grupos inoculados com o virus VDEN2 44-2

e diluente (PBS+BSA) néo foi detectado acido nucléico (Figura 19).

Tabela 19: Analise de
variantes do VDEN2

amostras de cérebro de camundongo inoculadas com

Amostras analisadas
Nova Guiné C Bel61082 44/2 Controle negativo
camundongo
Dia | Sinais | RT-PCR | Sinais | RT-PCR | Sinais | RT-PCR | Sinais | RT-PCR
clinicos Clinicos Clinicos Clinicos

1 0 Negativo 0 Negativo 0 Negativo 0 Negativo
2 0 Negativo 0 Negativo 0 Negativo 0 Negativo
3 0 Negativo 0 Negativo 0 Negativo 0 Negativo
4 + VDEN2 0 VDEN2 0 Negativo 0 Negativo
5 + VDEN2 0 VDEN2 0 Negativo 0 Negativo
6 + VDEN2 0 VDEN2 0 Negativo 0 Negativo
7 - Negativo 0 Negativo 0 Negativo 0 Negativo
8 - Negativo 0 Negativo 0 Negativo 0 Negativo
21 - Negativo 0 Negativo 0 Negativo 0 Negativo

Legenda: 0= sem sinal de doenca; += sinais de disturbios neuroldgicos; -= encerrado; Negativo= sem
amplificagdo genémica.
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Figura 19- Andlise por RT-PCR das suspensdes de cérebro inoculados com VDEN2. Gel de
agarose a 2% corado com brometo de etidio. A- Amplicons obtidos da cinética de suspensao
de cérebros de camundongos albinos suigos, infectados com o virus BEL 61082 (DENV 2). Os
resultados estdo distribuidos como segue: Faixas 1- 24 h; 2- 48 h; 3- 72 h; 4- 96 h; 5- 120 h; 6-
144 h; 7- 168 h; 8- 192 h; 9- 508 h; 10- Controle VDEN1 (Mochizuki 96 h p.i.); 11- controle
negativo 24h e 12- Peso molecular/Low DNA mass. B- Amplicons obtidos da cinética de
suspensao de cérebros de camundongos albinos suigos, infectados com o virus NGC
(VDEN2). Os resultados estao distribuidos como segue: Faixas 1- 24 h; 2- 48 h; 3- 72 h; 4- 96
h; 5- 120 h; 6- 144 h; 7- 168 h; 8- 192 h; 9- 508 h; 10- Controle VDEN1 (Mochizuki 96 h p.i.);
11- Mock 24h e 12- Peso molecular/Low DNA mass. C- Amplicons obtidos da cinética de
suspensao de cérebros de camundongos albinos suigos, infectados com o virus 44/2 (VDEN2).
Os resultados estao distribuidos como segue: Faixas 1- 24 h; 2- 48 h; 3- 72 h; 4- 96 h; 5- 120 h;
6- 144 h; 7- 168 h; 8- 192 h; 9- 508 h; 10- Controle VDEN1 (Mochizuki 96 h p.i.); 11- Mock 24h
e 12- Peso molecular/Low DNA mass.



6.1.2- Infeccdo em cultura primaria de astrécito de camundongo recém nascido

Os resultados de nossos experimentos indicaram a capacidade do virus
Bel61082 de replicar-se no SNC de camundongo apos a inoculagao IC, embora
sem causar encefalite como a cepa NGC neuro adaptada. Utilizamos este
mesmo painel de virus VDEN2 para estudarmos sua replicagcdo em células
neuronais e gliais mantidas em cultura, para evidenciarmos o0 neurotropismo
acentuado do virus Bel61082. As culturas usadas foram de neurbnios e
astrocitos de rato ou camundongo em cultura primaria, e como representante
de células da glia humana uma linhagem de glioblastoma humano U87 (ATCC).

Culturas primarias de astrocitos de camundongos foram infectadas e
observadas diariamente por um periodo de 12 dias para verificagdo da
presenga ou auséncia de efeito citopatico (ECP). Foram realizados quatro
experimentos utilizando-se as amostras virais BEL61082, 44/2 e NGC. A
fixacdo de células de cada experimento foi realizada 5, 7, 9 e 12 dias p.i. € em
seguida preparadas laminas para teste de IFl. A presenga de ECP causado
pelos virus BEL61082 pode ser observada na figura 20, caracterizada pela
destruicdo de astrocitos e consequente proliferagcdo da microglia; os demais
virus tiveram resultados semelhantes (dados ndo mostrados). O efeito
citopatico ja era evidente a partir do quinto dia p.i.. A principal caracteristica das
células infectadas é a intensa proliferagdo de microglia (marcada pelo
quadrado) como se recrutada devido a infecgdo das culturas de astrécitos. Os
outros 3 experimentos deram resultados semelhantes (dados ndo mostrados).

Dada a observacao da afinidade BEL61082 por astrécitos partimos para
o estudo de infectividade viral para cultura primaria de neurénios de rato. Essa
decisdo foi tomada em fungéo da diversidade celular do SNC e que deveriamos

analisar um segundo tipo celular para confirmarmos esse neurotropismo.



Figura 20 : Fotomicrografia de cultura primaria de astrécito de rato infectado e nao
infectado observadas em microscopia 6ptica de contraste de fase, o quadrado mostra

a intensa proliferagdo de microglia. A) células nao infectadas; B) células infectadas
com BEL61082. Objetiva 20X.




6.1.3- Infeccado em cultura primaria de neurdnio de embridao de rato para
observacgéo de Efeito Citopatico (ECP).

As culturas celulares primarias de neurbnios de rato foram infectadas
como descrito anteriormente, observadas diariamente por um periodo de 4 dias
para verificagdo da presenga ou auséncia de efeito citopatico (ECP). O periodo
limite de quatro dias deve-se ao fato que apds esse tempo ha intensa
destruicdo celular pelo virus. Foram realizados dois experimentos com
infecgbes em momentos distintos, utilizando-se suspensdao com as amostras
virais BEL61082, 44/2 e NGC. A fixacdo de células em cada ponto de cada
experimento foi feita apdés 72 e 96 horas p.i. Em seguida foram preparadas
laminas para teste de imunocitoquimica por IF|l e os resultados quantitativos da

mesma serao apresentados posteriormente. A presenca de ECP pode ser

observada na figura 21B, C e D.

Figura 21 : Fotomicrografia de cultura primaria de neurénio de rato infectado e n&o infectado
observadas por microscopia Optica de contraste de fase. A) células nao infectadas; B) células
infectadas com virus BEL61082; C) células infectadas com virus DENV2 NGC;e D) células
infectadas com o virus 44/2 (objetiva 20x).




6.1.4- Analise de imunocitoquimica por IFl das culturas primarias de neurénios
de ratos infectados com Flavivirus.

Como marcador de células neuronais nas culturas primarias foi utilizado
anticorpo especifico para beta tubulina Ill (Gomes et al 1999), uma proteina de
microtubulos presente somente em neurdnios (Moura Neto et al., 1983), a qual
sustenta os prolongamentos neuronais (neuritos). Os antigenos foram
detectados com anticorpo policlonal especifico para VDENZ2 ou febre amarela.
Os nucleos neuronais foram contra corados com DAPI e as células foram
examinadas por microscopia oOptica de contraste de fase. Na Figura 22B
vemos os controles de células ndo infectadas 72 H p.i., que mostram a
imunomarcagcao de neurbnios com fluoresceina acoplada ao anticorpo
secundario, enquanto que a Fig 22C mostra os nucleos neuronais revelados
por DAPI. Como se pode ver em Fig.22A a cultura de células n&o infectada ndo
apresentou marcacdo com o fluorocromo da rodamina, acoplado ao anticorpo
secundario usado contra o virus. As células nao infectadas 96 H p.i., ndo estao
mostradas.

Nossas culturas também aparecem virtualmente puras para neurdnios,
uma vez que nao ha a presenca de células gliais do tipo astrocito,
considerando-se a auséncia de marcagao para GFAP (“glial fibrillary acidic
protein”), ou ainda a auséncia de marcagao imunocitoquimica para vimentina
que poderia indicar outro tipo celular contaminante (dados ndo apresentados).
Observa-se facilmente que os nucleos neuronais sao efetivamente grandes
(Fig.22B) de formas ligeiramente elipsdéides, circundados por citoplasma, este
nem sempre de grande volume. Observa-se ainda que os neurbnios estejam
formando pequenos agregados celulares, dos quais partem longos neuritos que
tanto poderiam ser axbénios como dendritos os quais ndo foram definidos por
marcadores especificos. Estes neuritos sdo longos, por vezes ramificados e
também as vezes mostrando alguns pontos de varicosidades, talvez
correspondendo a pontos de onde pudessem partir ramificagcdes. As culturas
eram viaveis com ganho de complexidade dos neurbénios, mesmo por tempos
superiores de 72 a 96 horas, apds plagueamento. Algumas raras células
morriam, ou por apoptose ou até mesmo por necrose e seus nucleos

apresentavam de tamanhos reduzidos.
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Figura 22: Fotomicrografias de culturas primarias de neurénios de rato ndo infectados, fixadas
com 72 H apds plaqueamento observada em microscopia Optica de fluorescéncia. A)
Experimento controle, células ndo infectadas, marcada com anticorpo primario murino anti-
VDEN2 e anti-camundongo acoplado a rodamina secundario; B) marcagdo neuronal com
anticorpo contra 3 tubulina III e anticorpo secundario anti-camundongo acoplado a FITC; C)
marcagao do nucleo com DAPI; D) superposi¢cao de imagens de B-C. As setas em D indicam a
presenga de varicosidades nos neuritos. Barra= 25 ym
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Figura 23: Fotomicrografias de culturas primarias de neurénios de rato infectadas com o virus
44/2 fixadas com 72 H pos infecgdo, observada em microscopia 6ptica de fluorescéncia. A)
Marcagdo com anticorpo anti-VDENZ2 e anti-camundongo acoplada a rodamina; B) marcagao
neuronal com anticorpo contra 3 tubulina III e anticorpo secundario anti-camundongo acoplado
a FITC; C) marcagdo do nucleo com DAPI, onde se observa condensagdo da cromatina
indicado pela seta; D) superposi¢cdo de imagens A, B e C, seta indicando tortuosidade nuclear
e condensacao da cromatina. Barra= 25 uym.

A fotomicrografia da Figura 23 mostra a presencga do virus 44/2, 72 H p.i.
em cultura primaria de neurbnios de rato e a consequéncia desta infecgcdo na
sobrevida de neurénios. A infecgdo com este virus em neurénios ndo modificou
a morfologia celular, exceto pelo fato de haver maior nimero de varicosidades
e em raras células, deformacdo da membrana nuclear. A Figura 23A mostra
claramente a presenga do antigeno viral, detectado pelo seu anticorpo que
reagiu com o anticorpo secundario ligado a rodamina. A Figura 23B confirma
que estas células sdo neurbnios pela clara marcagao com o anticorpo anti-beta
tubulina Ill ligado a fluoresceina. Todas as células neuronais aparecem
marcadas e infectadas (compare A e B). Esta afirmativa é confirmada pela
Figura 23D que representa a sobreposi¢cado das trés Figuras 23 (AB e C). A
Figura C representa a marcagcado dos nucleos neuronais por DAPI, observe a

condensacgao da cromatina mostrada pela seta, onde ha alteragédo da carioteca




com invaginagao da membrana. Na Fig 23D a sobreposi¢ao permite constatar
a marcagao de cor alaranjada devido a superposi¢cdo dos corantes vermelho e
verde no citoplasma celular representando o virus ligado ao anticorpo
especifico anti-DENV2 marcado com o conjugado anti-camundongo acoplado a
rodamina.

Como se pode observar nas Figuras 23C-D os nucleos apresentam
deformagédo quando comparados a figura 22. Ha uma tortuosidade nitida da
membrana nuclear, o que parece indicar uma hiperatividade metabdlica.
Também, o volume nuclear esta ligeiramente alterado, verificando-se que ele

tem forma arredondada, envolvido por citoplasma de configuragao ovoide.

Figura 24: Fotomicrografias de culturas primarias de neurénios de rato infectadas com o virus
44/2 fixados com 96 H pods infecgdo, observada em microscopia Optica de fluorescéncia. A)
Marcagdo com anticorpo anti-VDENZ2 e anti-camundongo acoplado a rodamina; B) marcagéo
neuronal com anticorpo contra 3 tubulina III e anticorpo secundario anti-camundongo acoplado
a FITC; C) marcacdo do nucleo com DAPI, pode ver condensagcédo da cromatina (seta); D)
superposigao de imagens A, B e C. Barra= 25 pm

A fotomicrografia, figura 24, mostra a presencga do virus 44/2, 96 H p.i.
em cultura primaria de neurbnios de rato, e os efeitos ocasionados por eles.

Podemos observar um aumento da proliferagao viral como pode ser constatado
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com o aumento da cor alaranjada nos corpos neuronais (Fig. 24A e D). Na
figura 24B é mostrada uma intensa varicosidade nos neuritos (Fig. 24B e D),
presenca de condensacao da cromatina, diminuigdo do volume nuclear quando
comparamos com a figura 23C. Ainda podemos ver destruigdo celular apos 96
Hp.i.

Figura 25: Fotomicrografia de culturas primarias de neurdnios de rato, infectadas com o virus
Bel61082 fixadas com 72 H pés infeccdo observada em microscopia Optica de fluorescéncia e
apresentando dupla marcagao por IFl. A) Marcagdo com anticorpo anti-VDEN2 e anti-camundongo
acoplado a rodamina; B) marcagdo neuronal com anticorpo contra R tubulina Il e anticorpo
secundario anti-camundongo acoplado a FITC; C) marcagdo do nucleo com DAPI, observa-se
condensagdo da cromatina; D) superposicdo de imagens A, B, C. A flecha indica uma
irregularidade na forma nuclear, com a marcagéo citoplasmatica (laranja) indicadora da presenga
do virus. Barra= 25 ym

A Figura 25 mostra a infectividade da amostra viral BEL 61082, 72 H p.i.
para neurdnios de ratos em cultura primaria. Como pode ser observada pelo
exemplo na indicagdo da seta branca, podemos constatar uma grande
quantidade de células marcadas com anticorpo anti-VDENZ2 no citoplasma
celular e uma evidente alteragdo na forma dos nucleos, que vem de

arredondada (fig. 25) a formas irregulares. Também é possivel perceber um



numero muito maior de varicosidade de seus neuritos comparativamente ao

que se descreveu para cultura tomada como controle, Figura 22.
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Figura 26: Fotomicrografia de células infectadas com o virus Bel61082 colhido com 96 H pds
infeccdo, observada em microscopia Optica de fluorescéncia e apresentando dupla marcagéo por
IFl. A) Marcagao com anticorpo anti-VDEN2 e anti-camundongo acoplada a rodamina; B) marcagao
do anticorpo da B tubulina com anti-camundongo acoplado a FITC; C) marcagdo do nucleo com
DAPI; D) superposi¢ao de imagens A, B e C..Barra= 25 ym.

Aumentado o tempo de cultura de neurdnios submetidos a infec¢ao pelo
virus Bel61082, para 96 h, pudemos constatar um dramatico efeito
morfogenético em consequéncia da infecgao viral. De fato a presenga do virus
Bel61082 nos neurdnios parece aumentar o volume celular como um todo, as
células tém uma aparéncia quase normal, pelo visto nas Figuras 26A e B,
entretanto, a marcacao nuclear com DAPI deixa ver com clareza uma intensa
fragmentacdo nuclear representada por pequenas figuras de cromatina
condensada (observe o exemplo indicado pela seta branca) no interior de uma
mesma célula. Esta figura nuclear tdo tipica de apoptose parece sugerir que o
efeito dramatico de Bel61082 ¢é principalmente apoptdético. A evidéncia destes
condensados de cromatina € mais bem visualizada na Fig. 26D, onde

sobrepusemos as trés imagens da mesma figura. Ha de fato uma visivel




destruicdo de células e, sobretudo constata-se uma perda de neuritos, com

neurdnios sem prolongamentos.
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Figura 27: Fotomicrografia de células infectadas com o virus NGC colhido com 72 H pds
infecgdo, observada em microscopia optica de fluorescéncia e com dupla marcagao por IFI. A)
Marcagdo com anticorpo anti-VDENZ2 e anti-camundongo acoplado a rodamina; B) marcacgéo
do anticorpo contra 3 tubulina 11T com anti-camundongo acoplado a FITC; C) marcacao do
nucleo com DAPI e presenga de condensacgao da cromatina; D) superposi¢céo de imagens A, B
e C. Aflecha indica a presenca de particulas virais. Barra= 25 pm.

A infectividade do virus VDEN2 NGC 72 H p.i., para cultura primaria de
neurénios de ratos pode ser visualizada na Figura 27. Pode-se observar nessa
figura, que embora a detecgédo dos antigenos virais (A) e neuronais (B) tenham
sido possiveis, ha poucas células viaveis sobreviventes, poucos neurdnios e
ainda mostram presenca de neuritos. Os nucleos marcados com DAPI na
Figura 27 C mostram que sao realmente muito menores do que aqueles
encontrados nas células infectadas pelos demais virus comentados acima.
Apos 72 horas de infeccdo, a caracteristica de nucleo apoptético é
predominante.

A progressao do tempo de cultura para 96horas intensifica o efeito letal
deste virus sobre as células neuronais. Embora os campos mostrados na

Figura 28 C e D parecem sugerir a presenca de neuritos, eles também
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demonstram que estes neuritos estdo fragmentados e as células bem
destruidas com a cor alaranjada da sobreposicdo de imagens em (D)
mostrando a grande quantidade de antigeno viral. Trata-se de virus adaptado
ao sistema nervoso e isto explica o seu grau de infectividade elevado, com

morte das células desde 72 horas ap6s infecgao.

Figura 28: Fotomicrografia de células infectadas com o virus NGC colhido com 96 H p.i.,
observada em microscopia optica de fluorescéncia e com dupla marcagao por IFIl. A) Marcagao
com anticorpo anti-VDEN2 e anti-camundongo acoplado a rodamina; B) marcag¢éao do anticorpo
da B tubulina com anti-camundongo acoplado a FITC; C) marcagcdo do nucleo com DAPI; D)
superposigcao de imagens A, B e C. Barra= 25 ym.



Figura 29: Fotomicrografia de células infectadas com o virus 17DD colhido com 72 H p.i.,
observada em microscopia Optica de fluorescéncia e com dupla marcacgao por IFIl. A) Marcagao
com anticorpo anti-VFA e anti-camundongo acoplado a rodamina; B) marcag¢ao do anticorpo da
3 tubulina com anti-camundongo acoplado a FITC; C) marcagdo do nucleo com DAPI; D)
superposigao de imagens A, B e C. As setas mostram marcagado do virus e nucleo picnético.
Barra= 25 ym.

Com objetivo de analisar comparativamente a amostra em estudo com
outros flavivirus que tenham caracteristicas de neuroviruléncia, realizamos
também ensaios com o virus vacinal 17DD e um virus quimérico 17D-D2, para
que pudéssemos ter um perfil de patogenicidade e viruléncia, além de controles
de neuroviruléncia. Os resultados estdo descritos abaixo.

A fotomicrografia, figura 29, mostra a infecgdo do virus vacinal VFA,
cepa 17DD em células primarias de neurdnio de rato, 72 H p.i. Na imagem 29 A
e D podemos perceber a presenga do antigeno viral, através da coloragéo
vermelha da reagao dos anticorpos anti-VFA com o anticorpo anti-camundongo
ligado a rodamina (seta). A imagem 29B evidenciou uma modificacdo na
distribuicdo da proteina B-tubulina nas células infectadas assim como da forma
celular que passa a ser esférica. O arranjo difuso citoplasmatico da proteina
nao € mais visto, a proteina se dispde de forma punctiforme perinuclear. Na

imagem 29 D, que é uma superposi¢cao das imagens 29 A, B e C, vemos que




ha uma intensa destruicdo celular, onde nao evidenciamos a presenga dos
neuritos (29 B e D). Na figura 29C os nucleos marcados com DAPI
apresentam-se com morfologia irregular, com alguns nucleos de tamanho
pequeno (seta). Observamos também presencga de cromatina condensada que

pode sugerir apoptose ou necrose das células infectadas.
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Figura 30: Fotomicrografia de células infectadas com o virus 17DD colhido com 96 H p.i.,
observada em microscopia Optica de fluorescéncia e com dupla marcacao por IFIl. A) Marcagao
com anticorpo anti-VFA e anti-camundongo acoplado a rodamina; B) marcag&o do anticorpo da
3 tubulina com anti-camundongo acoplado a FITC; C) marcagdo do nucleo com DAPI; D)
superposicéo de imagens A, B e C. As setas mostram marcagéo do virus e nucleo picnatico.
Barra= 25 ym.

Apods 96 H de infecgao (Figura 30), observamos a total destruicdo celular
dos neurdnios infectados com o virus VFA 17DD, ha ainda uma grande
reducdo no tamanho dos nucleos (seta). Mesmo com a vasta destruicdo das
células, ainda podemos ver marcagao do antigeno viral com o anticorpo anti-

VFA em vermelho (seta) em fragmentos neuronais.




Figura 31: Fotomicrografia de células infectadas com o virus 17D/D2 colhido com 72 H p.i.,
observada em microscopia optica de fluorescéncia e com dupla marcacgao por IFIl. A) Marcagao
com anticorpo anti-VFA/VDEN2 (mistura 1:1) e anti-camundongo acoplado a rodamina; B)
marcacao do anticorpo da B tubulina com anti-camundongo acoplado a FITC; C) marcag¢éao do
nucleo com DAPI; D) superposigéo de imagens A, B e C. Barra= 25 ym.

A fotomicrografia, figura 31, mostra as culturas primarias de neurdnio de
rato infectadas com o virus quimérico 17D/D2 72 H p.i. Na figura 31 A e D
podemos ver a marcagao em laranja do virus com a mistura de anticorpo anti-
VFA/VDEN2 (seta branca). A morfologia das células apresenta-se modificada,
o corpo celular se torna poligonal, com fragmentagao dos neuritos, os nucleos
marcados com DAPI mostram-se pouco alterados (figura 31 C). Na figura 32,
vemos as mesmas células infectadas 96 H p.i. e observamos uma maior
quantidade de células destruidas, com uma baixa marcagao do antigeno viral
nos neurbnios (seta branca) com a mistura de anticorpo anti-VFA/VDEN2
acoplado a rodamina (32 D), Essa destruicdo pode ser explicado pelo periodo
de sobrevida dos neuritos em cultura. Nao ha evidéncia de apoptose ou mesmo

necrose na marcagao do nucleo pelo DAPI (Figura 32 C).




Figura 32: Fotomicrografia de células infectadas com o virus 17D/D2 colhido com 96 H p.i.,
observada em microscopia Optica de fluorescéncia e com dupla marcacgao por IFIl. A) Marcagao
com anticorpo anti-VFA/VDEN2 e anti-camundongo acoplado a rodamina; B) marcagdo do
anticorpo da 3 tubulina com anti-camundongo acoplado a FITC; C) marcacdo do nucleo com
DAPI; D) superposi¢ao de imagens A, B e C. Barra= 25 pm.

Para interpretar o grau de infectividade de cada uma das cepas virais,
nos neurdnios em cultura decidimos medir a quantidade de nucleos neuronais
fluorescentes (DAPI), representando as células, contra a quantidade de
antigeno viral detectado/célula, representada por sua fluorescéncia no mesmo
campo. A relacdo entre as duas quantidades poderia indicar a eficiéncia de
infeccdo de um dado virus para neurénios.

Embora ndo pudéssemos assegurar quantas particulas estavam
presentes por célula, consideramos que seria possivel representar a
infectividade de cada tipo de virus para os neurdnios, contando o numero de
células positivas para antigeno viral na premissa de que o mesmo se
encontrava no interior das células. A marcacao do DAPI que nos permitiu
quantificar os nucleos dos neurbnios representou o numero de células
contadas por campo em cada experimento.

A tabela 15 mostra o resultado desta analise. A quantidade de nucleos

celulares fluorescentes (DAPI) que representam a populagao celular e a de




antigenos virais representadas pela marcagdo com anticorpo anti-VDEN2. O
somatorio do numero de células positivas para o antigeno viral contada em
todos os campos, dividido pelo somatério do numero de nucleos contados nos
campos, nos deu um percentual de infectividade para todos os virus.

A avaliacao das fluorescéncias de cada estrutura foi realizada em 3 a 5
campos em dois experimentos diferentes. Tomadas as medidas de intensidade
para antigeno viral, calculamos a meédia para todos os virus, que estéo
apresentadas na coluna da esquerda, indicada para cada um dos campos.

Como se pode observar na coluna de infectividade, o virus quimérico
17D/D2 apo6s 72 H de infecgdo mostrou uma infectividade em torno de 32%.
Isto corresponderia a 50% da infectividade do virus VDEN2 NGC que
apresentou 68,01% de infectividade. Essa tabela mostra ainda que os virus
VFA 17DD, VDENZ2 44/2 e VDEN2 Bel61082, apresentam infectividade

semelhantes (49%, 50% e 54%, respectivamente).

112




Tabela 20- Analise da quantificacdo absoluta e percentual da infecgdo de cada
virus em cultura de células primaria de neurénio de rato.
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Células positivas

Células Totais

para antigeno viral (DAPI) Infectividade (%)
Média 77,66667 157,33333 49,68
17DD/72h-A 60 176 34
17DD/72h-B 99 190 52
17DD/72h-C 74 106 69,8
Total 233 472 49,37
Média 78,2 154,8 50,32
44-2/72h-A 84 184 45,65
44-2/72h-B 74 162 45,68
44-2/72h-C 76 175 43,44
44-2/72h-D 76 132 57,57
44-2/72h-E 81 121 67
Total 391 774 50,52
Média 113,2 348,8 32,45
17D-D2/72h-A 70 102 68,63
17D-D2/72h-B 147 539 27,27
17D-D2/72h-C 153 504 30,36
17D-D2/72h-D 141 506 27,87
17D-D2/72h-E 55 93 59,14
Total 566 1744 32,45
Média 102,2 188,4 54,25
Bel61082/72h-A 129 331 38,97
Bel61082/72h-B 117 236 49,58
Bel61082/72h-C 105 127 82,68
Bel61082/72h-E 89 137 64,96
Bel61082/72h 71 111 63,96
Total 511 942 54,25
Média 81,5 119,83333 67,91
NGC/72h-A 84 124 67,74
NGC/72h-A1 96 102 94,12
NGC/72h-B 71 116 61,21
NGC/72h-B1 68 114 59,65
NGC/72h-C 96 136 70,59
NGC/72h-C1 74 127 58,27
Total 489 719 68,01

Obs: As letras representam cada campo analisado para cada virus.




Na figura 33 representamos os resultados da tabela 15 de forma grafica.
Os resultados sugerem que os neurbnios de rato sdo mais permissivos a
infecgcdo por VDEN2 NGC neuro adaptado, e menos para o virus quimérico
17D-D2 com permissividade intermediaria para os outros trés virus (BEL61082,
44/2 e 17DD). A baixa quantidade da amostragem impossibilitou uma analise

de significancia.
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Figura 33: Analise comparativa da infecgdo de neurénio de rato com
flavivirus.

Na figura 34 vemos uma analise quantitativa das infeccbes nos
neurdnios e esta mostra que para, aproximadamente, a mesma quantidade de
células, ha o mesmo numero de células infectadas por campo (variando de 78
a 113) para cada uma das culturas infectadas com os diferentes virus. No
entanto, as culturas infectadas com o virus quimérico (17D-D2) apresentam o
maior numero de nucleos de modo que a relagdo antigeno viral versus
neurdnios é a mais baixa sugerindo a resisténcia a infecgao por esse virus ou a
incapacidade do virus de infectar e/ou replicar neste tipo de célula. Fica
evidente também a alta permissividade dos neurénios ao VDEN2 NGC, pois

mostra um maior numero de células infectadas por esse virus.
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Figura 34: Analise quantitativa das infecgdes de Flavivirus em neurdnios de
ratos.

Esses numeros percentuais da tabela 20 nos permitiram apreciar o grau
de permissividade das células neuronais aos agentes virais estudados. De fato,
fica evidente que o VDEN2 NGC que € uma cepa neuroadaptada para
camundongo € a mais virulenta para os neurénios. Evidenciou-se também pela
primeira vez que o virus recombinante FA17D-D2 mostrou a menor capacidade
de infecgdo desse tipo de células quando comparado aos demais agentes
virais estudados.

Nossos resultados foram corroborados pela titulagdo do sobrenadante
da cultura primaria de neurénios infectados com os Flavivirus usados, incluindo
o virus quimérico 17D-D2, como pode ser observado na tabela 16 e figura 35.
A curva de crescimento viral mostra que o virus VDEN2 NGC atinge os maiores
titulos nos 4 dias de infec¢do, seguido pelos virus Bel61082 e 17DD, enquanto
que o virus 17D-D2 apresentou o menor titulo obtido, onde s6 foi detectado em
2 tempos de infeccédo (72 e 96 H) e com um rapido decréscimo na

concentragdo viral.

115




116

Tabela 21: Titulagdo do sobrenadante de cultura primaria de neurdnio de ratos
infectados com Flavivirus coletados de 24 em 24 H.

Flavivirus Titulo
24 Hp.i. 48 H p.i. 72 Hp.i. 96 H
p.i.
VDEN2Z2 - NGC 4,36 477 477 7,87
VDEN2 - 44-2 0 2,74 5,04 47
VDEN2 Bel61082 43 2,92 4 57 4 65
Quimera 17D-D2 0 0 3,95 3,7
VFA 17DD 3,87 3,48 2,9 -
10
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Figura 35: Curva de crescimento dos Flavivirus em sobrenadantes de cultura primaria de neurbnios de
rato, dias pds-infeccdo. Os resultados estdo expressos em LOG10 PFU/ML



6.1.5- Andlise do tamanho do nucleo de neurénios de ratos infectados com

Flavivirus.

Para avaliarmos o perfil morfolégico do nucleo das células infectadas
com flavivirus, utilizamos a técnica de coloracao com DAPI e as alteragdes
morfométricas observadas foram analisadas utilizando programas de
computador que permitiram mensurar o tamanho dos nucleos.

Dentre as alteragbes morfoldgicas decorrentes da infecgdo de neurénios
primarios de rato com flavivirus, avaliamos a variagcado do tamanho do nucleo,
nos resultados obtidos foram aplicados alguns testes estatisticos que mostrou
pouca significancia nos dados analisados (dados ndo mostrados),
provavelmente em decorréncia da baixa amostragem. Dessa forma aplicamos
analise por histogramas para apresentar a frequéncia dos tamanhos dos
nucleos, dos neurdnios. Foram feitos graficos para todos os virus estudado e
em cada de periodo de tempo, com dados normalizados. A normalizagao foi
feita baseada no numero de nucleos contados em cada campo, onde cada
medicdo de nucleo foi dividida pelo numero total de nucleos contados por
campo. Os dados estdo apresentados abaixo com os graficos mostrando a
frequéncia dos tamanhos dos nucleos por virus.

Podemos observar nos dois tipos de graficos que ndo houve diferenga
na distribuicao das frequéncias. O que podemos dizer é que os virus Bel61082,
17D-D2 e NGC 72 h p.i., apresentaram uma predominancia de tamanho de
nucleos entre 20 a 40 ym, na mesma faixa do controle negativo (célula n&o
infectada). Para as células infectadas com o virus 44-2 72 h p.i. esta faixa
variou de 60 a 130 um. Apds 96 H de infeccao as células infectadas com o
virus 44-2 mostraram uma redugao desta faixa de 10 a 90 ym. Ja as células
infectadas com o virus Bel61082 mostram o aumento do numero de nucleos

pequenos na faixa de 8 a 30 ym, (Figura 36).
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Figura 36: Graficos de analise dos tamanhos dos nucleos pés-infecgdo em neurdnio primario de rato
infectados com virus VDEN2 NGC, Bel61082, 44-2, VFA 17DD, vrius quimérico 17D-D2 e Mock 72 e 96
horas. Analise dos dados apds normalizagéo.



6.1.6- Infeccdo em cultura de células de glioma humano U87

Com a perspectiva de analisar o efeito da infecgao de células gliais
humanas, por variantes do virus VDEN2, utilizamos uma linhagem humana de
glioblastoma.

A cultura celular de glioma humano linhagem U87 da ATCC, foi
infectada como descrito anteriormente em Material e Métodos. As culturas
foram observadas diariamente por um periodo de 4 dias para verificacdo da
presenca ou auséncia de ECP. Esse periodo foi determinado para permitir a
comparagao com a mesma cinética de infeccdo temporal da cultura primaria de
neurdnio. Foram realizados dois experimentos com infecgdes em momentos
distintos, utilizando-se suspensdo com as amostras virais BEL61082, 44/2,
NGC, 17D/D2 e VFA vacinal 17DD. A fixagao das células de cada experimento
ocorreu apos 24, 48, 72 e 96 horas p.i.. A presencga de ECP pode ser detectada
durante o periodo de acompanhamento da cultura (dados ndo mostrados) e os
resultados da infectividade viral por IFI, aparecem nas figuras abaixo.

Na condigdo controle com células nao infectadas (Figura 37)
observamos a qualidade da cultura, alta densidade celular, células com
nucleos, grandes, bem arredondados, forma geral da célula, alongada,
caracteristico de astrocitos fibrosos e a total auséncia de particulas virais
(Fig.37A).
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Figura 37: Fotomicrografia de células de glioma U87 n&o infectadas colhidas com 72 H.,
observada em microscopia Optica de fluorescéncia e com dulpa marcagéo por IFIl. A) Controle,
sem infecgdo viral, marcado com anticorpo anti-VDEN2 e anti-camundongo acoplado a
rodamina; B) marcagédo do anticorpo contra vimentina com anti-camundongo acoplado a FITC;

C) marcagéao do nucleo com DAPI; D) superposicao de imagens A, B e C. Barra= 25 ym.




Figura 38: Fotomicrografia de células de glioma U87 infectadas com o virus 44/2 colhido com
72 H p.i., observada em microscopia optica de fluorescéncia e com dupla marcagao por IFIl. A)
Marcagdo com anticorpo anti-VDEN2 e anti-camundongo acoplado a rodamina; B) marcagao
do anticorpo contra vimentina com anti-camundongo acoplado a FITC; C) marcagéo do nucleo
com DAPI; D) superposigéao de imagens A, B, C. Barra= 25 ym

Quando as células de glioblastoma humano eram submetidas a infecgéo
com VDEN2 44/2 por 72 horas, observou-se uma tendéncia das células ao
arredondamento, elas pareciam passar da forma alongada (ver controle) a uma
forma mais arredondada. Os nucleos parecem ganhar em volume e o
citoplasma se avoluma, redondo, acompanhando o nucleo. A infecgcao é
praticamente total (Fig. 38 A) e mais visivel na sobreposi¢cdo de imagens, com
a cor alaranjada (Fig.38 D).

Entretanto, ndo era evidente nucleo apoptético ou necrético o que
sugeriria que as células de glioblastoma humano eram resistentes ao efeito
apoptético de VDEN2 até 72 H p.i. E notavel o aumento do volume celular,
talvez devido ao acumulo de estruturas membranares. A células gliais
infectadas com 44-2 se mantiveram com poucas alteragdes morfolégicas 96 H

p.i., semelhantes ao que aconteceu 72 H p.i. (dados nao mostrados).
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Figura 39: Fotomicrografia de células de glioma U87 infectadas com o virus Bel61082 colhido
com 72 H p.i., observada em microscopia optica de fluorescéncia e com dupla marcagéo por
IFI. A) Marcagdo com anticorpo anti-VDEN2 e anti-camundongo acoplado a rodamina; B)
marcagao do anticorpo da contra vimentina e anti-camundongo acoplado a FITC; C) marcagéo
do nucleo com DAPI; D) superposig¢ao de imagens A, B e C . Barra= 25 pm.

No entanto, quando estas mesmas células humanas eram infectadas
com o virus Bel 61082 o perfil da infeccdo era outro. Apds 72 h de infecgao
podiamos observar uma destruigdo celular (Figura 39 B), com alteragdo da
forma dos nucleos e presenga de grande numero de células multinucleadas
(Figura 39 C). A infectividade parecia total visto na sobreposi¢do das figuras
(Figura 39 D) e com consequéncias muito mais dramaticas diferentemente da
infeccdo dos glioblastomas humanos com VDEN2 44/2. A progressdo da
infecgdo com virus Bel61082, para um tempo de 96 horas acentua a destruicao
celular (Figura 40). Observa-se a destruigao nuclear, a fragilidade dos neuritos
que ainda estdo presentes em algumas células e as células sao
completamente amorfas. A Figura 40 A, mostra a presenga do virus em todas
as ceélulas como evidenciado pela marcagdo para vimentina, Figura 40 B. A
vimentina € uma proteina do citoesqueleto e, portanto abundante e persistente

nos tumores, mesmo que fragmentada nas células que estdo morrendo.
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As imagens de Figura 40 C e D nos permitem ver cromatina nuclear
condensada, fragmentada e a total alteragdo da forma das células que véao

morrendo, sugerindo a alta viruléncia deste virus para estas células.

Figura 40: Fotomicrografia de células de glioma U87 infectadas com o virus Bel61082 colhido
com 96 H p.i., observada em microscopia optica de fluorescéncia e com dupla marcagao por
IFI. A) Marcagdo com anticorpo anti-VDEN2 e anti-camundongo acoplado a rodamina; B)
marcagao do anticorpo da contra vimentina com anti-camundongo acoplado a FITC; C)
marcacgao do nucleo com DAPI; D) superposi¢cao de imagens A, B e C. Barra= 25 ym.



Figura 41: Fotomicrografia de células de glioma U87 infectadas com o virus NGC colhido com
96 H p.i., observada em microscopia optica de fluorescéncia e com dupla marcacgao por IFIl. A)
Marcagdo com anticorpo anti-VDENZ2 e anti-camundongo acoplado a rodamina; B) marcagao
do anticorpo contra vimentina e anti-camundongo acoplado a FITC; C) marcagdo do nucleo
com DAPI; D) superposicao de imagens A, B e C. Barra= 25 pm.

O processo de infecgdo do glioblastoma humano com o virus VDEN2
NGC mostrou reatividade para a marcagao com o anticorpo anti-VDENZ2 ligado
a rodamina, com pouca destruicado celular (dados nao mostrados).

A infeccdo deste mesmo glioblastoma humano, com a cepa NGC
adaptada ao sistema nervoso é ainda mais agressiva que as anteriores.
Observa-se na figura 41 A presenga do virus e as células completamente
deformadas, muitas delas se tornando gigantes, em torno de 96 horas de
infecgdo. A figura 41 mostra claramente a deformagdo das células, com o
espalhamento da marcacgéo de vimentina sem o arranjo citoesquelético tipico e
0s nucleos mostrando intensa condensacdo de cromatina e formacao de

fragmentos nucleares.



Figura 42: Fotomicrografia de células de glioma U87 infectadas com o virus VFA 17DD
colhido com 72 H p.i.,, observada em microscopia 6ptica de fluorescéncia e com dupla
marcagao IFl. A) 1Marcagdo com anticorpo anti-VFA e anti-camundongo acoplado a
rodamina; B) marcagao do anticorpo contra vimentina e anti-camundongo acoplado a FITC;
C) marcagéao do nucleo com DAPI; D) superposi¢ao de imagens A, B e C. Barra= 25 um.

A cultura de glioblastoma infectada com o virus vacinal da VFA, cepa
17DD, 72 p.i apresentou susceptibilidade para esse virus, como indicada pela
deteccdo dos antigenos virais reagindo com anticorpo marcado com rodamina
(figura 42 A) em todo o citoplasma celular. Nota-se também, que mesmo com
essa reatividade ocorreram poucas alteragcbes morfolégicas nas células gliais
tumorais, 0 que parece acontecer € apenas um aumento na atividade
metabdlica da célula, mostrada pelo aumento de volume celular e do nucleo
(figura 42 C).



Figura 43: Fotomicrografia de células de glioma U87 infectadas com o virus vacinal VFA
17DD colhido com 96 H p.i., observada em microscopia 6ptica de fluorescéncia e com
dupla marcacgao IFIl. A) Marcagdo com anticorpo anti-VFA e anti-camundongo acoplado a
rodamina; B) marcagédo do anticorpo contra vimentina e anti-camundongo acoplado a
FITC; C) marcagao do nucleo com DAPI; D) superposi¢cdo de imagens A, B e C. Barra=
25 um.

Entretanto, na fotomicrografia da figura 43, a qual mostra culturas de
células de glioma U87 infectadas por 96 H p.i. com o virus vacinal VFA 17DD,
podemos observar que ha uma reducdo de volume, diminuicdo na marcagao
dos antigenos virais pela rodamina (cor avermelhada ou alaranjada), visto que
ha pouca fluorescéncia (figura 43 A e D). O corpo celular se mostra aumentado
de tamanho; os nucleos das células se mostram de conformagdo normal, sem
nenhuma alteragdo. Estes resultados sugerem que a infeccdo deste tipo de

células é de curta duragao talvez pela indugéo de interferon ( ).
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Figura 44: Fotomicrografia de células de glioma U87 infectadas com o virus 17D/D2 colhido
com 72 H p.i., observada em microscopia optica de fluorescéncia e com dupla marcagao
IFI. A) 1Marcagdo com anticorpo anti-VFA e anti-camundongo acoplado a rodamina; B)
marcacgao do anticorpo contra vimentina e anti-camundongo acoplado a FITC; C) marcagao
do nucleo com DAPI; D) superposigédo de imagens A, B e C. Barra= 25 pym.

A fotomicrografia da figura 44 mostra cultura de células de glioma
infectadas com o virus quimérico 17D/D2, 72 H p.i.,, onde podemos observar
pequenas alteracbes no citoesqueleto, se mostrando mais compactado em
torno do nucleo mas a morfologia apresenta-se semelhante ao controle, com
aspectos alongados, tipicos de astrocito fibroso (figura 44 D). H4 uma baixa
densidade celular, contudo os nucleos se mostram arredondados (figura 44 C)

de morfologia normal. Todas as células parecem estar infectadas (44 A e D).
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Figura 45. Fotomicrografia de células de glioma U87 infectadas com o virus 17D/D2 colhido
com 96 H p.i., observada em microscopia optica de fluorescéncia e com dupla marcagao IFI. A)
1Marcagado com anticorpo anti-VFA e anti-camundongo acoplado a rodamina; B) marcagédo do
anticorpo contra vimentina e anti-camundongo acoplado a FITC; C) marcagao do nucleo com
DAPI; D) superposi¢ao de imagens A, B e C. Barra= 25 ym.

A fotomicrografia da figura 45 apresenta cultura de glioma infectada com
0 virus quimérico 17D/D2, 96 H p.i. Assim como para a figura 37 as células
estdo com morfologia normal com a mesma densidade celular (Figura 45 D).
No entanto, ha uma diminuigdo na marcagcdo dos antigenos virais, pela
rodamina, semelhante ao que acontece com o virus VFA vacinal 17DD. Quanto
ao aspecto do nucleo eles mostram-se irregulares, algumas vezes alongados,

que pode indicar um aumento no metabolismo celular (Figura 45 C).



6.2- Determinantes genéticos de neuroviruléncia do virus VDEN2 (Bel61082)

O virus BEL61082 foi sequenciado (numero de acesso AY644452) a
partir de uma suspenséo de uma unica passagem em ceélulas de Ae. albopictus
clone C6/36. A regido génica analisada corresponde aos genes
C/prM/M/E/NS1, obtendo-se 2.133 pares de bases que correspondem a 711
aminoacidos. As sequéncias foram alinhadas e analisadas em programa
Megalign (DNASTAR) usando o método Clustal W, para estudo de similaridade
com as cepas controles cujas sequéncias ja estavam disponiveis, a cepa NGC
no Genbank e a 44-2 cedida pelo Dr. Ricardo Galler (Biomanguinhos/Fiocruz)
(Figura 46).

Os principais marcadores de neuroviruléncia sao os residuos E126 e
E390, estes tém sido implicados na atividade bioloégica do VDEN2 (Bray et al.,
1998; Sanchez e Ruiz, 1996; Hurrelbrink e McMinn, 2003). N&do encontramos
nenhuma alteragdo nos aminoacidos nessa posi¢gdo no genoma do virus em
estudo Bel61082 (Figura 46).

Os resultados obtidos das diferencas de aminoacidos apresentadas nao
correspondem as mesmas que foram determinadas como sendo responsaveis
pela atividade de neuroviruléncia por Bray et al., que € a alteragao do residuo
de aminoacido E126, o aminoacido E que continua estavel. Contudo segundo
trabalho de Catteau e colaboradores (Catteau et al., 2003), detectamos uma
alteragao na proteina prM no residuo M28 (K—E), que esta no ectodominio
designado como pro-apoptotico (Figura 46).

Foram encontradas 3 alteragdes de aminoacidos, no gene da proteina
de capsideo, que ainda nao estdo relacionadas a nenhuma mudanca de

atividade bioldgica do virus e uma outra alteragdo no gene da proteina NS1.
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Figura 46: Alinhamento dos virus VDEN2 Bel61082, 44/2 e NGC. A setas indicam inicio do gene da proteina e pr|n0|pa|s alteragbes seguida com letras
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7- DISCUSSAO
Parte | — Caracterizacdo Molecular do VDEN

Em nosso estudo com os virus VDEN2 E VDEN3 nos propomos a
buscar respostas para as diferentes formas de apresentacéo clinica e bioldgica,
durante as epidemias ocorridas no Brasil. Inicialmente vamos fazer uma breve
analise dos estudos realizados anteriormente, e que nos levaram a escolha do
nosso metodo.

A primeira evidéncia genética de diferencas entre os virus VDEN do
mesmo sorotipo veio de estudos de “fingerprinting” do RNA viral (Repik et
al,1983; Vezza et al., 1980) e os grupamentos resultantes das amostras virais,
foram chamadas de “topotipos”. Outro método usado uma abordagem similar,
foi a digestdo de cépias de cADN do ARN viral molde com endonucleases, que
deram uma melhor resolugcéo, mas ainda € falho para identificar as regides do
genoma que possuem diferencas de seqliéncias entre os virus.

Nos anos 80 o advento do sequenciamento direto de regides
especificas do genoma, possibilitou estudos de muitos virus diferentes. Para as
primeiras analises de variagdo do virus VDEN foram usadas sequéncias
relativamente pequenas ou poucas cepas (Block et al., 1989; Chu et al., 1989;
Rico-Hesse, 1990). No decorrer do tempo foram obtidas muitas outras
sequéncias, de genomas completos ou de gene de muitos virus diferentes
fazendo com que houvesse um aumento no entendimento da evolugdo do
VDEN e sua viruléncia. A classificagdo dentro de um grupo genético (genétipo)
e de um sorotipo esta constantemente mudando, a medida que métodos de
sequenciamento e analises evolucionarias melhoram e a disponibilidade de
sequéncias no banco de dados se expande.

A evolugdo do virus VDEN tem causado um grande impacto para a
viruléncia em humanos e na epidemiologia em todo o mundo. Estudos
filogenéticos de amostras diferentes do VDEN de gendtipos especificos (dentro
de um sorotipo) definem os fatores de viruléncia viral. Segundo Rico-Hesse
(2003), o VDEN pode ser classificado epidemiologicamente como de baixo,
meédio ou alto impacto, sendo que alguns virus possuem um ciclo silvestre de

pouco ou menor transmissibilidade em humanos, outros produzem apenas FD
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e alguns genodtipos associados com o potencial de causar as formas mais
severas, FHD e SCD.

O entendimento da variagcdo genética do VDEN é especialmente
importante, por que ainda sabemos pouco sobre a doenca. A evolugdo do
VDEN é determinada por muitas interagdes complexas, desde nivel celular até
populacional, em humanos e mosquitos. O pouco entendimento que temos hoje
foi adquirido indiretamente pela associagdo entre grupamentos evolucionarios
das cepas virais e a apresentacéo clinica e/ou epidemioldgica da doenga (Rico-
Hesse, 2003).

Com o avango dos métodos de sequenciamento simultaneamente
ocorreu 0 aumento do numero de cepas analisadas de VDEN. Esta situagcao
levou ao referimento da analise de evolucdo do VDEN, onde podemos falar
agora em microevolugdo. Estes avangos também dependem do
desenvolvimento de métodos estatisticos para determinar as relagdes entre
sequéncias, conhecidas como “filogenéticas”. Nas ultimas décadas, algoritmos
de computador usados na geragao de arvores filogenéticas ou evolucionarias
das relacdes virais tém aumentado em numeros e complexidade.

Ha um consenso entre os filogeneticistas, no que diz respeito a um
grande numero de taxon (cepas virais), com longas sequéncias (um gene ou
mais) que devem ser analisadas pelo método da maxima verossimilhanca (MV)
(maximum likelihood), com calculos das taxas de transicédo e transversao, com
valores de “bootstrap” (estatistico) para o padrdao de ramificacdo. Isto
provalvemente seja o suficiente para uma precisdo das arvores filogenéticas
para classificagéo do fenétipo viral (Hills, 1989; Lemmon e Milinkovitch, 2002).

A taxa de evolugdo analisadas pelo fato calculo do relégio molecular,
de ancestrais e estimativas da pressao seletiva, ainda € muito incipiente e
requer muitas suposicoes. Isso se da pelo fato de ndo termos fortes evidéncias
evolucionarias, pela auséncia de informac¢des de amostras de vertebrados em
ambientes silvestres ou oriundas de mosquitos. Deste modo a quantificagao da
diversidade de virus VDEN ainda é prematura. A exatiddo das arvores
filogenéticas esta geralmente limitada ao numero e tipo de taxon analisado, e

acesso a analise computacional (Holmes et al., 1998; Zanotto et al., 1996).
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A selecdo dos dominios e da regido genbOmica analisada para
comparagao das sequéncias € muito importante considerando a analise do
resultado e limites de interpretacéo.

As andlises ja realizadas com virus VDEN tornaram clara que
diferentes areas do genoma do virus VDEN evoluiram ou fixaram mutag¢des em
diferentes taxas e algumas vezes exibem "hot spots” de elevadas taxas de
mutagdes dentro de uma regido, isso foi visto nas regides do gene E e na
extremidade 3’(Rico-Hesse, 2003). Nesse sentido iremos discutir os resultados

obtidos de nosso estudo envolvendo os virus VDEN2 e 3.

Bel61082
VDEN2 (FD) 3
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Figura 47: Comparacgéo dos gendtipos de VDEN2 circulantes nas Américas. Os baldes azuis
mostram os pontos de mutagcbes fixados na poliproteina com estabilidade genética,
determinante das bases moleculares de viruléncia e atenuagdo de virus estudados nas
Américas e os botbes vermelhos representam os pontos de mutacdes fixados nos virus
isolados no Brasil.

Quatro pontos de mutagao foram fixados nos virus brasileiros quando
comparados com os virus VDENZ2 ja analisados (Rico-Hesse et al, 1997 e Rico-
Hesse 2003), dentre essas mutacdes trés estdo presentes na sequéncia do
virus da Venezuela usados na comparagao junto com representantes do
gendtipo Americano e do Sudeste Asiatico. As alteragbes se encontram nos
residuos prM134, E92 e 204 que estdo representadas esquematicamente na

figura 47 e uma esta presente apenas nos virus isolados no Brasil (Tabela 14).
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Virus VDEN2

Nossos resultados similares aos existentes em estudos anteriores
(Miagostovich et al., 2003) e apresentaram um percentual médio de identidade
entre os virus VDEN2 de 89,5 a 99,8% para nucleotideo e aminoacido,
respectivamente quando comparadas entre si e com as demais sequéncias
(Tabela 13).

Estudos prévios sobre a variabilidade genética de VDEN2 no Brasil
mostraram um elevado grau de similaridade desse virus circulante no pais com
o virus da cepa Jamaica (Miagostovich et al., 2003). Os dados de divergéncia
nucleotidica (10,5%) obtidos em nosso estudo indicariam um acumulo de
mutagdes nucleotidica durante o periodo da alta circulacdo desse virus. No
entanto, apds analise dos aminoacidos desses genes percebemos que ha um
menor indice de divergéncia entre ele, com a ocorréncia de mudangas
sinbnimas, ou seja, sem alteragbes de aminoacidos e ou de seu carater fisco-
quimico que poderiam levar a mudanga da atividade bioldgica. Isto também é
percebido na maior taxa de transicdo do que transversdo. O grau de
variabilidade nucleotidica reflete a dispersao do virus e seu elevado potencial
de replicacdo, o que explicaria o elevado numero de pessoas infectadas e sua
endemizagao ao longo dos ultimos 20 anos. A alta densidade do vetor Ae.
aegypti durante surtos e epidemias favorece também um elevado indice de

replicagdo viral, permitindo o surgimento de mudangas genéticas intra-sorotipo.

O gendtipo do VDEN2

Antes de iniciar a analise dos dados verificamos a qualidade da
informacgéo filogenética disponivel. As analises de saturacdo das 11 e 10
sequéncias de VDEN2 e VDENS, respectivamente, mostraram sinal filogenético
de excelente qualidade (figuras 13 e 14) que deu confiabilidade em nossos
estudos filogenéticos.

O virus VDEN2 tem sido estudado com mais detalhes do que os outros
membros do sorogrupo devido a sua associagdo mais frequente com a

gravidade da doencga do ponto de vista individual e populacional (Rico-Hesse,
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2003). No sudeste da Asia os primeiros casos graves de dengue foram
causados pelo VDEN2 (Burke et al., 1998; Sangkawibha et al., 1984) assim
como nas Américas o aparecimento do VDENZ2 foi associado com as primeiras
epidemias de FHD (Kouri et al. 1987). Consequentemente, os estudos de
caracterizacado genética do VDEN foram iniciados pelo sorotipo VDEN2. A
maioria dos métodos de diferenciacdo genética entre cepas foi desenvolvida
para este virus, como o mapeamento de DNA por enzimas de restrigdo, sondas
especificas para detecgao de diferengas nucleotidicas (Kerschner et al 1986).

Um estudo realizado com 40 cepas de diferentes areas tropicais do
mundo, coletadas num periodo de 45 anos comparando as sequéncias
nucleotidicas da juncdo da E/NS1 mostrou que o virus VDENZ2 poderia ser
classificado dentro de cinco gendtipos (Rico-Hesse, 1990).

Comparagbes subsequentes de sequéncias do gene E de 16 cepas
(Lewis et al., 1993) e mais recentemente comparacdo de regides néao
traduzidas 3’ de cepas de VDENZ2 mantiveram o mesmo agrupamento (Shurtleff
et al., 2001). Apds analise de muitas outras amostras, especialmente aquelas
do Sudeste Asiatico, uma regido com uma longa histéria de alta incidéncia de
FHD e elevada co-circulacdo de variantes do virus, levou ao agrupamento em
quatro gendtipos (Rico-Hesse et al., 1998), sendo divididos em Africa
ocidental/silvestre,  Americano, Sudeste da Asia, subcontinente
Indiano/Malasia.

Outras anadlises mais detalhadas dos virus VDEN2 circulantes nas
Américas, diretamente ligados as doengas mais graves causadas por dengue
(Leitmeyer et al., 1999), tornaram claro que estavam diretamente relacionados
a introdugdo do VDEN2 do gendtipo Ill proveniente do Sudeste Asiatico, em
1981 em Cuba, que se espalhou para todo o Caribe nos anos seguintes. A
disponibilidade de amostras virais isoladas de pacientes com registros clinicos
bem documentados de trés paises com casos de FHD (Brasil, México e
Venezuela) ajudou esclarecer esta situagao (Rico-Hesse et al., 1997). Até esta
data todos os VDEN2 de pacientes com FHD/SCD pertencem ao genétipo do
Sudeste da Asia (Rico-Hesse, 2003). Estudos continuados com virus VDEN2
mostraram que todas as cepas caracterizadas geneticamente e relacionadas a

casos de FD sdao do gendtipo Americano e Sucontinente indiano
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indiano/Malasia e sao consideradas de baixo impacto epidemiolégico (Rico-
Hesse et al., 1997).

No Brasil o virus VDEN2 circula ha mais de duas décadas tornando-se
um grande problema de saude publica com uma elevada incidéncia de casos
de FHD. Estudos filogenéticos com amostras isoladas nas Américas, incluindo
isolados brasileiros indicam que o aparecimento de FHD esta relacionado com
a entrada da cepa do Sudeste Asiatico na Regido do Caribe (Rico-Hesse et al .,
1997).

Nossas analises filogenéticas das sequéncias de virus isolados no
Brasil demonstram que os mesmos descendem de uma cepa viral de origem
Asiatica que se presume ter sido introduzida na América Latina durante os
anos 70 ou inicio dos anos 80, que € representado por um virus da Jamaica
isolado em 1983 (Jam83). Analise das 27 sequéncias, sendo que 11 séo de
nossos estudos isolados no Brasil, pelo método de agrupamento de vizinhos,
apresentou o agrupamento de oito sequéncias brasileiras com elevado grau de
afinidade (sustentado por 99% do valor de bootstrap), e estdo altamente
relacionadas com gendtipo Il de origem Asiatica.

Percebemos ainda uma variabilidade genética em duas sequéncias
dos virus isolados no Estado de Roraima que se apresentaram mais distante
das demais quando analisadas pelo MP e agrupamentos de vizinhos (figura 15
e 16), esta variagdo ainda esta pouco esclarecida. Mas, podemos sugerir que
pela proximidade geografica com a Venezuela, onde ja ocorre co-circulagao de
dois genotipos de VDENZ2 (Americano e Sudeste Asiatico) estes virus na
realidade representariam a introducéo deste mesmo gendtipo a partir daquele
pais.

Estas mutagdes in situ sofridas pelo VDEN2 desde sua entrada no
Brasil em 1986, podem ser responsaveis pelos agrupamentos distintos em
regides durante a dispersédo do virus formando “Clusters” como esta mostrado
na arvore filogenética do virus VDEN2 (figura 15). Os agrupamentos mostram
que desde sua dispersao ocorreram muitas mudangas nucleotidicas na regiao
estrutural sem alteragbes significativas nos aminoacidos codificados e que

foram divididas em trés subgrupos (A, B e C) (figura 15).
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Marcadores de viruléncia viral

Os primeiros estudos de comparagao de sequéncia nucleotidicas do
gene E de 12 virus VDEN2 nao mostraram correlagdo entre gravidade da
doenga e nucleotideo ou aminoacido especifico (Block et al., 1989). Em
seguida, as analises de genoma completo de virus isolados de pacientes do
Sudeste Asiatico também falharam para identificar sitios especificos que
pudessem determinar viruléncia (Mangada and lgarashi, 1998; Pandey and
Igarashi, 2000).

Posteriormente a analise de um maior numero de sequéncias de
VDENZ2 mostrou diferengas no potencial de viruléncia em gendétipos especifico
presentes em surtos com alta frequéncia de FHD. Leitmeyer et al., (1999)
identificaram uma substituicdo no residuo de aminoacido E390 como um
determinante primario de FHD. No gendtipo americano que nao esta associado
a casos de FHD o aminoacido € D, enquanto que na cepa do Sudeste Asiatico
associado a FHD encontrou-se o aminoacido N.

Os resultados obtidos da comparagao de sequéncias do gene prM/E
das 11 amostras brasileiras do estudo isoladas no periodo de 1991 a 2002,
sendo uma de FHD; com 16 sequéncias representando os gendtipos do
Sudeste Asiatico, Americano/Asiatico e Americano permitiram a identificacao
do residuo de aminoacido Asn na posicao E390 em todas as sequéncias
estudadas, sendo que este residuo de aminoacido como tendo capacidade de
induzir FHD (Leitmeyer et al., 1999). Esses resultados nos sugerem dizer que
todas as amostras brasileiras analisadas possuem potencial de desencadear
FHD, corroborando com aqueles ja relatados com isolados da Venezuela
(Uzcategui et al.2001).

N&o ha outras diferengas consistentes no gene E entre as amostras do
Brasil, que seja determinante para FHD de acordo como foi descrito
anteriormente, pois de 11 amostras analisadas apenas uma era proveniente de
caso de FHD sendo o restante de FD e encefalite. As alteragcdes no gene da
prM, residuo 28 (E—K) e 31 (V—T) encontradas nos virus do gendtipo
Americano diferindo da cepa do Sudeste Asiatico introduzido nas Americas
(Leitmeyer et al., 1999), ndo foram detectados nas 11 amostras brasileiras

analisadas ( Tabela 08).
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A diferenca do aminoacido no residuo E-390 entre os virus dos
genotipos Americanos e Sudeste Asiatico foi considerada a mais importante
(Leitmeyer et al.,, 1999). Contudo, ensaios utilizando células dendriticas
mostram que substituicdo no aminoacido E-390 do gendtipo Asiatico ndo séo
suficientes para reduzir sua replicagao, multiplas alteragbes foram necessarias
para diminuir a capacidade replicativa. Entre essas alteracdes destacamos as
de regides néo traduzidas (RNT), onde a RNT do gendtipo Americano em um
clone infeccioso derivado de uma cepa Asiatica modificaram suas estruturas e
diminuiram seu poder de replicagado (Cologna et al., 2003). Alteragdo na RNT
pode mostrar influéncia sobre a replicagao do VDENZ2, isto ja foi demonstrado
com uma unica substituicdo na posigao do nucleotideo 57 da 5 RNT de um
virus derivado de uma cepa Asiatica, ocorreu diminuicido da replicagao viral
(Butrapet et al. 2000).

A diferenca dos gendtipos dengue e suas habilidades de infectar
células alvos primarias conhecidas, em humanos foram mostradas em estudos
comparativos com cepas virais do gendétipo Americano e do Sudeste Asiatico
em infecgdes de células dendriticas humanas e mosquitos Ae. aegypti.
(Cologna et al.,, 2003 e 2005). Nesse estudo os virus VDEN2 do gendtipo
Asiatico geraram maiores concentragbes de virus VDEN2 do que aqueles
pertencentes ao genotipo Americano, resultado em aumento do indice de
citocinas no plasma e também replicaram mais eficientes em mosquitos Ae.
aegypti (Cologna et al., 2003 e 2005).

Sabemos ainda que a glicoproteina E € exposta na superficie do virus
VDEN representado o antigeno viral dominante, conferindo resposta imune
protetora. Situacdo semelhante a anterior foi descrita também para outros
flavivirus: uma uUnica substituicido do aminoacido da proteina E na posi¢cao 52
(Hasegawa et al. 1992), 138 (Sumiyoshi et al., 1995), 271 e 336 em JEV
(Cecilia and Gould, 1991); na posicédo 390 em MVEV (Lobigs et al., 1990); na
posicao 104 e 107 na quimera TBEV-VDEN4 (Pletnev et al., 1993), na posi¢céao
171 e 184 para TBEV (Mandl et al., 1988) mostraram ter um forte efeito na
viruléncia in vitro ou in vivo.

Sanchez et al descreveu que clones de VDEN2 (cepa mexicana) com
uma unica mutacdo na posi¢cao 390 de D—H se mostraram virulentas quando

inoculadas intracerebralmente em camundongos (Sanchez e Ruiz, 1996). De
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forma contraria mutacdo de D—N confere atenuacdo, como pode ser
observado com os virus do genotipo Americano, que epidemiologicamente
estéo relacionados a casos de FD.

Outro fato importante sobre a mudanca no residuo E390 é a
localizacdo em que se encontra na estrutura molecular do homodimero do
fragmento amino-terminal do virus VTBE, a diferenca observada esta
localizada no dominio Il carboxi-terminal (aa 303-395) na superficie lateral do
dominio Il e é sugerida conter residuos que estdo envolvidos com
determinantes para chegada ao hospedeiro, tropismo e viruléncia em diferentes
flavivirus (Hasegawa et al., 1992; Jiang et al., 1993; Mandl et al., 1989).

No gene E dos 11 virus brasileiros analisados ocorreram 12 alteracdes
e apenas cinco substituicdes de aminoacidos foram significativas, com
mudancga de carater e carga, sendo na posigao E208 (V—E), 262 (T—K), 273
(S—L), 274 (S—A) e 405 (T—P). Observamos uma alteragdao importante na
posicdo E274 na amostra Goi4191 (isolada de caso de FD) que mudou de
S—L(Tabela 14), esta posicdo do aminoacido esta inserida no ectodominio Il
desta proteina responsavel pela dimerizacdo da proteina E. Todas as
alteragdes de aminoacidos mostradas na tabela 14 e figura 10 estdo inseridas
no ectodominio Il ou fora do ectodominio da proteina E como no caso do
residuo 405 da amostra Goi4191. Algumas altera¢des apresentadas na tabela
14 e figura 10, como E262 e 264 do virus ROR1811 estdo presentes no virus
da Venezuela AF100466, sugerindo o virus circulante possa ter vindo desse
pais.

Se analisarmos de acordo com a patogenicidade do virus, as
alteracdes ocorridas nos virus brasileiros de casos de FD, ndo estao presentes
naquelas sequéncias de origem de sudeste Asiatico relacionadas com a maior
gravidade da doenga, nesse sentido podemos sugerir que estas alteragdes
sejam responsaveis pela manifestagdo clinica diferenciada ocorrida em

epidemias no Brasil (tabela 08).

Virus VDEN3

A primeira publicagdo sobre a variabilidade fenotipica do VDENS3 foi

em 1972 (Russel and McCown, 1972) usando testes soroldgicos para mostrar a
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diferenca entre cepas de regides geograficas distintas (Porto Rico e Taiti se
separaram das cepas Asiaticas).Estudos de “fingerprinting” identificaram cinco

topotipos para este sorotipo (Trent at al.,1990).

O genotipo de VDEN3

Sabe-se também que a interpretagdo filogenética para o sorotipo
VDEN3 é um pouco mais complexa por que a taxa de fixagao parece ser baixa,
ou seja, ha uma menor distancia ou divergéncia entre grupos genotipicos que
pode ser explicado pela sua recente expansao no mundo (Rico-Hesse, 2003).

A primeira analise filogenética destes virus foi feita com sequéncia do
gene E e foi dividido em quatro gendtipos distintos (Lanciotti et al., 1994).Esta
classificagdo ndo se alterou com a inclusdo de novos isolados. A maioria dos
gendtipos pode ser identificada pela origem geografica: Américas, Sub
continente indiano, Tailandia e Sudeste Asiatico/Pacifico Sul (Rico-
Hesse,2003). Nao ha evidéncia de um grupo silvestre.

Inicialmente o gendtipo de VDENS3 que circulava na Américas desde
1989 tinha baixo potencial epidemioldgico, isso se deu pelo fato de que
naquele momento havia apenas virus isolados de pacientes com FD. Dos anos
1980 a 1990 foi introduzido nas Américas e no Pacifico Sul dois novos
gendtipos: Sudeste Asiatico associado com grandes epidemias com FHD, em
Taiti e Fiji (Chungue et al.,1993) e o gendtipo do subcontinente indiano
introduzido na América Central em meados dos anos 90 (Balmaseda et al .,
1999; Harris et al., 1998, 2000, Usuku et al., 2001).

Ha evidéncias que tenha ocorrido evolugdo no gendtipo do
subcontinente indiano desde 1989 que levou ao aumento do numero de casos
de FHD no Sri Lanka (Lanciotti et al., 1994). Em alguns estudos foi
documentado que mutacdes sao responsaveis pela variabilidade fenotipica da
mesma forma como se da para o virus VDEN2 (Messer et al., 2002).

Em 1994 o VDENS3 reapareceu nas Américas causando pequenos
surtos associados com FD classicos no Panama. O virus dispersou-se na
diregao norte indo para a Nicaragua e mais tarde México (CDC, 1995; Guzman
et al,. 1996). Na Nicaragua em 1994, a introdugcdo do VDENS foi associado a

uma grande epidemia de FD/FHD no pais, mas havia também a presencga de
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VDEN1. A entrada do VDEN3 no México em 1995 coincidiu com um aumento
nos casos de FHD, onde ja existia registro da co-circulagcdo de VDEN1 e 2,
sendo o VDEN2 em particular associado aos casos de FHD (Pinheiro and
Corber, 1997). Desde entéo o virus VDEN3 permaneceu circulando na América
Central sendo registrados surtos na Nicaragua, Guatemala e El Salvador
(PAHO, 200; Usuku et al., 2001).

ApOs sete anos de sua entrada nas Américas através do Panama o
Virus VDENS3 espalhou-se para o Sul sendo introduzido na Venezuela e Brasil,
causando grandes epidemias (PAHO, 2000; Nogueira et al., 2001; Rocco et al.,
2001; De Simone et al., 2004).

As 10 sequéncias brasileiras analisadas em nosso estudo,
correspondem a regiao génica prM/M/E (1977 nucleotideos), na posi¢ao 435 a
2412 do genoma. Os resultados foram semelhantes aquele obtidos em paises
vizinhos (Pinheiro and Corber , 1997; Usuku et al., 2001) cujas amostras virais
foram agrupados no genotipo Il que representam os VDEN3 do Sudeste
Asiatico, e sdo geneticamente diferentes da cepa de VDEN3 que circulou
anteriormente nas Américas durantes os anos 1960 (gendtipo V) na Venezuela
(Uscategui. et al.;2003). A regido génica do virus VDEN3 de nosso estudo foi
selecionada por ser uma regido conservada descrita anteriormente por Lanciotti
e colaboradores, 1994.

Os virus VDEN3 pertencentes ao gendtipo Ill sdo aqueles que
causaram a epidemia de FHD de 1989 a 1991 no Sri Lanka e india (Gubler.
1998; Lanciotti et al ., 1994) Das 37 sequéncias estudadas, 27 estavam
disponiveis no Genbank e foram usadas para comparacédo de homologia. A
sequéncia de VDEN2 foi utilizada como representante de grupo externo para
estudo de filogenia.

As 10 sequéncias brasileiras analisadas no periodo de 2001-2002
foram de numeros de passagens baixa em cultura de células ou extraida direto
de soro do paciente. Analise de identidade nucleotidicas apresentou resultados
semelhantes aos descritos anteriormente com um percentual de identidade de
89,6 a 100% quando comparadas entre si e com 27 sequéncias obtidas do
Genbank (NIH/NCBI) usando o método clustal W (tabela 10).

As sequéncias brasileiras agruparam-se em quatro subgrupos dentro

do gendtipo Ill, esses subtipos surgiram provavelmente em decorréncia da
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rapida dispersao do virus VDENS3, com elevado indice de replicagao viral. Estes
dados sado sustentados pelos valores de "Bootstraps™ de em torno de 88%
observados nas arvores filogenéticas usando os métodos de MP e
agrupamentos de vizinhos (Figuras 17 e 18).

Algumas evidéncias foram obtidas sobre evolugcdo do gendtipo do
subcontinente indiano desde 1989, os virus desse gendtipo foram identificados
como causador de FHD no Sri Lanka (Lanciotti et al., 1994). Alguns estudos
descreveram as mutagdes que sao responsaveis por essa variagao fenotipica
da mesma forma como foi feito para VDEN2(Messer et al., 2002). De acordo
com o perfil epidemiolégico e o genotipo circulante podemos dizer que o
genotipo Il que foi introduzido nas Americanas proveniente do Sudeste
Asiatico pertencente ao gendtipo do subcontinente indiano, tem um fendtipo de
elevada viruléncia, possui uma alta capacidade de replicacdo em células
humanas, que estdo envolvidas na patogénese da doenca(Rico-Hesse, 2003).

Este genotipo tem estado envolvido em varias epidemias na América
central e Sula. No Brasil o virus VDENS3 teve seus primeiros casos importados
em 2000 no Estado de Sao Paulo, em seguido foram detectados casos
autéctones no Rio de Janeiro. No ano de 2001 ocorreu a primeira epidemia,
também no Rio de Janeiro, com elevado numero de casos de FHD, sendo
identificado o virus VDEN3 como pertencente ao genotipo lll, similar as cepas
que circulam no Srilanka. Podemos observar que a dispersdo do VDEN3 no
Brasil se deu da regido sudeste para o norte, e com o aumento da replicagao
viral ocorreu a diminuigcdo dos casos de FHD, e nossos resultados mostraram
claramente que as sequéncias dos virus estudados agruparam-se em quatro
clades (subgrupos) que coincidem com o quadro clinico apresentado pelo
paciente (figura 17). Nos subgrupos A e B estdo os virus relacionados com
quadros clinicos mais severos e nos C e D febre de dengue classica ( figuras
17 e 18).

Marcadores de Viruléncia

Apesar das poucas informacdes sobre as bases de moleculares de
viruléncia do VDENS, alguns marcadores moleculares foram identificados para
o VDENS3, a maioria dos estudos foram realizados com objetivos especificos

para determinacgao de fatores de atenuacao e viruléncia de candidatos a vacina
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para VDEN. O Virus VDEN3 possui alguns marcadores localizados nos
ectodominios | e Il, sendo na proteina E nos residuos de aminoacidos 54
(A—E), 277 (F—S) inseridos no cluster B 18 (A—S) inseridos no cluster D, 401
(E—K) e 406 (K—E) inseridos no cluster E. Os dominios | e Il estdo envolvidos
no peptideo de fusdo e trimerizacdo da proteina E soluvel (Hurrelbrink and
McMinn, 2003).

A comparagéo realizada entre as 10 sequéncias das amostras virais de
nosso estudo isoladas no Brasil, com 27 sequéncias obtidas do genbank,

Mostrou que quando comparamos com virus do Sri Lanka (1991),
observamos alteracbes de nucleotideos (anexo) que levaram a mudanca de
aminoacidos (fugural12), contudo a maioria dessas alteracdes esta presente
nas sequéncias do primeiro virus VDENS isolado no Rio de Janeiro (tabela 17).
Observamos também que na regido do ectodominio Ill esta altamente
conservada quando comparada ao virus do Srilanka, essa regiao corresponde
a porcao soluvel da proteina e sua conformagdo é semelhante a da
imunoglobulina e contém regides importantes como receptor de ligacédo da
integrinas encontrada na superficie celular (Bhardway et al., 2001; Chen et al.,
1997; Crill and Roehrig, 2001; Mandl et al., 2001). Foram detectadas mudancas
no residuo de aminoacido E251 (K—E), nos virus AM2394 e RGNS576, e
residuo E321 (K—R) nos virus AM2394. O residuo E251 esta no ectodominio
Il, na porcdo responsavel pela atividade de fusdo da proteina e o E321 na
porcao do ectodominio Ill e estdo relacionados a estabilidade da interagdo com
0 receptor.

Mesmo havendo um elevado grau de homologia entre si e poucas
alteragdes genéticas significativas entre as sequéncias analisadas, o grau de
severidade de doencas com FHD observado nos registros epidemioldgicos
podem ser justificados pelas mutagdes pontuais encontradas no ectodominio
lll, que esta mais exposto ao sistema imune (Tabela 17).

A alteracado no residuo do aminoacido 86 observada na proteina prM
deve ser melhor estudado para entendermos o seu papel no mecanismo de
viruléncia ou replicacao viral.

Ao relacionarmos patogenicidade versus viruléncia foi possivel
observar que o aumento da replicagao com a dispersao do VDEN3 levou a uma

diminuicdo do seu potencial patogénico, provavelmente em decorréncia de
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acumulos de mutagdes silenciosas que possam desenvolver uma diferenciacao
genética (Tabela 17). Contudo, a gravidade da doenga também esta
relacionada a outros fatores importantes envolvidos na patogéneses dos virus
VDEN, como: resposta imune, fatores nutricionais, etc. que associados ao tipo
de cepa dentro de um sorotipo pode facilitar o desencadeamento de

manifestagbes hemorragicas que pode ou nao levar a SCD.
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8 - DISCUSSAO
Parte Il — Caracterizagcdo Biolégica do VDEN2

Desordens neuroldgicas, anormalidades cardiacas e hepatite tém sido
registradas como complicagbes incomuns nas formas clinicas de febre de
dengue (FD) e febre hemorragica de dengue (FHD). Durante anos de literatura
registra o aumento do numero de casos de dengue associados com
manifestagdes neuroldgicas (Nimmannitya et al., 1987; George et al., 1989;
Chimelli et al., 1990; Patey et al., 1993; Thisyakorn and Thisyakorn, 1994; Lum
et al., 1996; Row et al., 1996; Hommel et al., 1998; Solomon et al, 2000; Ledo
et al., 2002; Nogueira et al., 2002). Alguns casos de complica¢des neuroldgicas
tém levado pacientes ao 6bito, no entanto ainda é pouco esclarecida a principal
causa, pois 0 mecanismo de neuroviruléncia sempre vem associado aos casos
graves de FHD (Hommel et al., 1998; Miagostovich et al., 1997). No Brasil
cerca de oito casos foram confirmados clinica e laboratorialmente como sendo
pacientes que manifestaram complicagées neuroldgicas (Chimelli et al., 1990;
Miagostovich et al., 1997; Ledo et al., 2002; Nogueira et al., 2002).

Poucos estudos tém sido realizados para explicar esse potencial de
neuroviruléncia, sabe-se que ha uma frequéncia mais elevada em locais onde
ha uma maior incidéncia epidémica do virus dengue (VDEN), como tem
ocorrido principalmente no Sudeste Asiatico e nas Américas.

Inicialmente associava-se mais comumente essa complicagao
neuroldgica aos casos de FHD e sindrome de choque por dengue (SCD),
provavelmente causado pelo choque prolongado, acidose metabdlica e
disturbio eletrolitico, faléncia do figado e comprometimento da coagulagéo
intravascular que desencadearia a hipoxia e isquemia cerebral (Nimmannitya et
al., 1987; Hendarto e Hadenigoro, 1992). Contudo, detecgao de virus VDEN em
fluido cérebro espinhal, histopatologia e imunohistoquimica dos casos de o6bito
indicaram o neurotropismo viral e seu potencial de replicagado (Chimelli et al.,
1990; Miagostovich et al., 1997; Nogueira et al., 2002). Outro fato importante foi
a confirmacéo tanto por sorologia como detecgao viral, seja por métodos de
isolamento ou deteccdo molecular de casos de FD associados com
manifestacbes neuroldgicas, sugerindo assim que havia algum fator de

viruléncia envolvido no desenvolvimento desse quadro clinico (Nimmannitya et
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al., 1987; George et al., 1989; Chimelli et al., 1990; Patey et al., 1993;
Thisyakorn and Thisyakorn, 1994; Lum et al., 1996; Miagostovich et al., 1997;
Hommel et al., 1998; Solomon et al., 2002; Nogueira et al., 2002; Kunishige et
al., 2004).

A relagdo com o sorotipo do virus € pouco provavel, pois ha casos
notificados envolvendo pelo menos os trés principais sorotipos envolvidos na
ocorréncia das epidemias, que sao dengue 1, 2 e 3 (Patey et al,1993; Deprés
et al., 1996; Nogueira et al., 2002; Bray et al., 1998) estabeleceu as bases
moleculares da aquisicdo de neurotropismo do virus VDEN2, cepa Nova Guiné
C, adaptada laboratorialmente em camundongo. Posteriormente outras
investigacdes foram realizadas com virus VDEN1 em camundongos neonatos e
células de neuroblastoma de camundongo (Deprés et al., 1996, Depres et al.,
1998). Estes estudos mostraram que a replicagdo viral esta restrita aos
neurdnios das regides cortical e hipocampo. A linhagem celular de
neuroblastoma murino Neuro 2a sofre apoptose apos infecgéo (Depres et al.,
1998).

Neste trabalho estudamos o neurotropismo do virus VDENZ2 (Bel61082)
isolado de um paciente que apresentou manifestagdes neuroldgicas. Através
da inoculagao intracerebral em camundongos neonatos observamos que os
mesmos nao apresentaram sinais aparentes de doenca. Ja animais inoculados
com o virus VDEN2 cepa neuroadaptada NGC apresentaram todos os sinais
de disturbios neurolégicos como, paresia e encefalite, do terceiro ao sexto dia
(Tabela 19). Ap6s a infecgdo mesmo sem os sinais de doenga, todos os
animais foram sacrificados para retirada de cérebro e figado e submetidos a
RT-PCR.

Os resultados mostraram presenca do virus VDEN2 Bel61082 no
cérebro de animais inoculados do quarto ao sexto dia, assim como o virus
VDEN2 NGC. Ja o virus VDEN2 44/2 nao foi detectado (Figura 19). Esses
resultados foram similares ao encontrado por Depreés et al. (1998) com VDEN1,
onde foi mostrada a replicacdo, no sistema nervoso central (SNC) de
camundongo. A auséncia de manifestacbes clinicas de encefalite em
camundongo intracerebralmente € uma caracteristica do grupo antigénico do

dengue. Contudo as cepas de VDEN podem ser adaptadas através de diversas
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passagens em cérebro de camundongo para aquisicdo de neurotropismo
(Sabin, 1952; Bray et al., 1998; Deprés et al., 1998).

Os estudos utilizando linhagens celulares originarias de tecido nervoso
para infeccdo com virus VDEN2, VFA (17DD) e a quimera 17D/D2 nos
permitiram observar um neurotropismo que variou de acordo com tipo celular e
virus. Os ensaios realizados com cultura de primaria de astrocito PO
(nascimento), neurdnio de células de embrido de rato E16 (16 semana da vida
embrionaria) e linhagem continua de células de cultura de glioma humano U87
mostraram sua elevada sensibilidade para virus VDEN2.

As culturas primarias de astrécitos infectadas com o virus Bel61082
foram observadas apenas ECP, onde a proliferagdo de microglias foi a unica
alteracao detectada (Figura 20). A presenga de altera¢gdes morfoldgicas com
total destruicdo das células neuronais 96 H p.i, com os virus VDEN2 NGC,
Bel61082 e 44-2 (Figura 21), o ECP nos indicou que havia uma maior
susceptibilidade dos virus para essas células, dessa forma a utilizamos para os
estudos imunocitoquimico.

Os resultados da imunocitoquimica mostraram alteragées morfolégicas
em neurdnios infectados com o virus Bel61082. Como pode ser visto na figura
25, ha ainda uma intensa marcagao do virus com o anticorpo anti-VDEN2
ligado a rodamina no citoplasma celular que se apresentou de cor alaranjada.
Essa marcacdo pode ser vista também na infeccdo dos virus 44/2, NGC,
17D/D2 e VFA (17DD) quando comparados ao controle negativo que nao
apresentou marcacgéo (figuras 22, 23, 27, 29 e 31).

Quando analisamos a infectividade dos virus VDEN2 observamos uma
ampla marcacdo no citoplasma celular refletindo a presenga macica dos
antigenos virais.

O indice de infectividade nos permitiu avaliar e concluir que entre
diferentes amostras de virus VDEN2 ha uma seletividade na permissividade a
infeccdo de célula neuronal. Os virus VFA 17DD, VDEN2 44/2 e VDEN2
Bel61082 apresentaram infectividade semelhante (49%, 50% e 54%,
respectivamente) mas inferiorea a média para a cepa neurovirulenta de VDEN2
NGC (68%). Ainda pudemos ver que o virus quimérico (17D/D2) apresentou
uma baixa infectividade (32%) que corresponde a apenas 50% da cepa NGC

(Fig. 29). Quando avaliamos a média de infeccdo vimos que ocorreu uma
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intensa destruicao celular causada pelos virus Bel61082 e NGC (tabela 14). A
cultura infectada com o virus 17D/D2 apresentou um maior numero de células
integras demonstrando que ha uma baixa permissividade ou baixo nivel de
replicagéo deste virus nas células neuronais (figuras 33 e 34).

Esses resultados nos levam a crer que existam determinantes que
permitem a entrada e a replicacdo do VDENZ2 nos neurénios, e que a infec¢ao
pode desencadear alteracbes bioquimicas capazes de induzir modificacdes
morfolégicas ou mesmo morte celular. Os determinantes de fusdo ou adesé&o
do virus a célula hospedeira tem sido objeto de estudo para explicar a natureza
da interagdo do virus com as células alvos. Chen e colaboradores
determinaram em estudos com varias linhagens celulares incluindo microglias,
que os residuos responsaveis pelo mecanismo de interagcdo do virus VDEN
com as células alvos estédo localizados nos residuos de aminoacidos E281 e
E423 que corresponde ao dominio Ill (Chen et al., 1996).

Como o virus 17D/D2 contém o dominio Il da proteina E do virus
VDEN2 44/2 (Caufour et al., 2001). Este dominio responde pelo tropismo e
adesao aos receptores celulares (Rey et al., 1995; Modis et al., 2004).

O virus 44/2 apresenta uma maior infectividade que a quimera, é
provavel que sua menor infectividade na realidade se deva a um menor grau da
replicagcdo. Por outro lado, o virus 17DD também replica melhor que a quimera
neste tipo de célula. A quimerizagdao aparentemente torna o virus menos
virulento como detectado em camundongo (Caufour et al., 2001) e macacos
(Galler et al., 2005).

Uma evidente alteracdo morfolégica da arvore neuritica € verificada na
célula neuronal apds a infeccao viral. Neurdnios, em cultura primaria emitem
ramificacdes arborescentes, com prolongamentos chamados neuritos que tanto
podem ser axdénios ou dendritos (Garcia et al., 1995). Nossas culturas de
células em condicbes controles mostram esta arvore neuritica bem
desenvolvida. No entanto, a infecgao viral caracterizou-se por promover
inicialmente uma intensa formacao de varicosidades ao longo dos neuritos € a
posterior fragmentagao dos neuritos com a progressao da infecgéo viral.

O suporte fisico dos neuritos é garantido pelo citoesqueleto, constituido,
por exemplo, de microtubulos, com proteinas do tipo tubulina especificas de

neurénios (Moura Neto et al., 1983). A actina, com seus filamentos e os
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filamentos intermediarios neuronais, o triplet NF-L, NF-M, NF-H, pode sustentar
a formacao neuritica.

Como observamos uma perda ou pelo menos a fragilizagdo dos neuritos,
€ provavel que o citoesqueleto neuronal seja afetado durante a infecgéo viral.
Essa alteracdo deve ser uma consequéncia de mudangas metabdlicas na
célula infectada, devido a formag&o extensa de estruturas membranares (Grief
et al, 1997) para a maturagao viral ou ainda produto das alteragbes génicas
advindas dos sinais iniciais de apoptose provocados pelo acumulo de proteina
viral nestas estruturas (Catteau et al., 2002).

Embora ndo possamos dizer que o citoesqueleto neuronal € um alvo
primario da infecgdo, nossos resultados mostram que ele € um dos alvos da
acao dos virus. A agao de outros virus sobre o citoesqueleto ja tem sido
descrita e ndo podemos deixar de assinalar aqui que nossos resultados
apontam para este efeito em neurbnios (Ferreira et al., 1994). Estudos
envolvendo infeccdo de células BHK-21 com o virus vaccinia mostram a
associacao entre estruturas do virus vaccinia e filamentos intermediarios em
areas especificas do citoplasma das células infectadas sugerindo que a
infeccao do virus vaccinia interfere na arquitetura celular pela modificagdo da
rede de filamentos intermediarios. Proteinas do citoesqueleto sao alvos da
infeccdo viral atuando no transporte intracelular das moléculas virais (Ferreira
et al., 1994).

As acdes de outros virus no citoesqueleto celular também ja foram
descritas, entre eles temos o virus canino causador da sinomose que induz a
reorganizagao das estruturas do citoesqueleto (microfilamento, microtubulos e
filamentos intermediarios) da célula do hospedeiro (Howard et al., 1983; Murti e
Goorha, 1983). Os microfilamentos também estao relacionados a saida do
virus do Sarcoma Rous de fibroblastos infectados (Stanislawski et al., 1984) e
microtubulos também estdo envolvidos na organizagéo dos virus nas células
infectadas (Carvalho et al., 1988).

Em células da glia, a infecgao viral também causa a desorganizagao do
citoesqueleto. Neste caso sO verificamos a alteragdo dos filamentos de
vimentina. Vimentina, uma proteina de filamento intermediario, é reconhecida
como alvo de infecgao viral. A agao do virus vaccinia leva a fosforilacdo da

vimentina em células BHK (células epiteliais de rim de Hamster neonato), com
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reorganizagao arquitetural deste componente do citoesqueleto (Ferreira et al.,
1994).

Nés ndo sabemos se a fosforilagdo de vimentina ocorre sob acdo dos
diferentes virus utilizados. Nem mesmo se a fosforilagdo precede a
desorganizagao e aparente fragmentacdo do filamento de vimentina.
Certamente esta questdo merece um estudo posterior para esclarecer quais as
consequéncias da infecgao por flavivirus sobre o citoesqueleto celular e se
poderia consistir num parametro de atenuacgéo viral.

Outra alteragcdo morfolégica observada em neurbnios de ratos
infectados com VDEN2 Bel61082 foi a presenga de nucleos pequenos com
condensacgao da cromatina em 72 H p.i. e em 96 H p.i. com a fragmentacgéo
internucleosomal do DNA (Figuras 25 e 26). Essa degradacéo é caracteristica
de nucleos apoptoéticos, o que nao foi observado em células de glioma humano
infectado com o mesmo virus decorrido 0 mesmo tempo de infeccao (figuras
37, e 38). Em células de glioma humano houve drastica destruigao celular que
se iniciou 72 H p.i. e se acentou em 96 H p.i. (Figuras 37 a 38 e tabela 13).

As caracteristicas morfolégicas das células de glioma humano U87
infectadas com flavivirus mostram uma alta susceptibilidade a infecg¢ao viral. Os
dois tempos (72 e 96 H.) coletados no estudo apresentaram diferentes
alteracdes. O virus 44-2 mostrou marcacao flourescente em todo o citoplasma
€ 0 nucleo pareceu aumentar de volume quando comparado ao controle
negativo (figuras 35 e 36). Para o virus Bel61082 observamos a flourescéncia
em todo o citoplasma que se intensificou a partir das 96 H p.i, com intensa
destruicdo celular semelhante ao que ocorreu com o virus VDEN2 NGC
(figuras 38 e 39). Esses resultados foram confirmados com a titulagdo desses
virus por analise de PFU (unidade formadora de placa). A curva de crescimento
mostrou uma elevada produgao de particulas virais do virus VDEN2 NGC, cepa
neuroadaptada, e uma acentuada produgdo no virus selvagem VDEN2
Bel61082 semelhante ao ocorrido com o virus VFA 17DD, enquanto que os
demais virus VDENZ2 44-2 e quimérico 17D-D2, mostraram-se com baixa poder
de replicacado, onde nao foi detectado nas primeiras 24 H pi, ainda com rapida
e baixa multiplicidade (Tabela 12 e figura ).

Dessa forma podemos dizer que os Flavivirus possuem um bom

desempenho de infeccao e replicagcdo em células neuronais, variando de cepa
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para cepa. Esses resultados nos permitem dizer que ha uma susceptibilidade
desses virus em células neuronais, o que € muito importante no estudo de
neuroviruléncia, pois 0os mecanismos pelos quais os virus desenvolvem o
tropismo ainda sdo pouco esclarecidos. Sabemos que ha varias evidéncias ja
confirmadas da presenca do VDEN2 na area cinzenta do cérebro, com
predominio de astrocitos infectados (Miagostovich et al., 1997; Kunishige et al., 2004),
contudo a maior indicagdo da gravidade €& provavelmente a indugdo de
apoptose em células neuronais pelo virus VDENZ2 (Deprés et al., 1996;
Miagostovich et al., 1997; Nogueira et al., 2002, Catteau et al., 2002).

A apoptose decorrente de infecgao por VDEN1 e VDEN2 foi descrita
anteriormente em tecido nervoso (Deprés et al., 1996; Miagostovich et al., 1997;
Nogueira et al., 2002, Catteau et al., 2002), no entanto pouco tem sido descrito
sobre o mecanismo de desencadeamento da morte celular por apoptose
induzida por VDEN. A analise dos tamanhos de nucleos dos neurdnios
primarios infectados com os virus Bel61082, NGC e 17D/D2 mostram que n&o
houve diferenga significativa, com o diametro nuclear variando de 20 a 40 um,
como nas células ndo infectadas. Entretanto, a infecgdo com os virus 44-2 e
VFA-17DD levou a um aumento de volume nuclear que variou na faixa de 60 a
130 pym quando analisados 72 H p.i. No entanto, esses mesmos virus
apresentaram uma pequena diferenga, entre eles. Em 96 H p.i., o virus 44-2
provocou uma redugdo de tamanho nuclear (10 a 90 ym) enquanto o virus
Bel61082 levou a um aumento da frequéncia de nucleos pequenos em torno de
8 um (Figura 44). Os demais virus nao induziam variagdo no tamanho do
nucleo das células infectadas.

Essa variacdo morfométrica poderia ser decorrente da hiperatividade
metabdlica da célula induzida pela infeccéo viral. Como visto anteriormente na
infecgdo do virus vaccinia, na terceira hora p.i. foi observada em microscépio
confocal, filamentos de vimentina ao redor nucleo celular da maioria das
células infectadas, agindo como carreador de moléculas virais, induzindo
alteracbes no metabolismo celular (Ferreira et al., 1994). Resumidamente
podemos ver na tabela 13 as principais caracteristicas das células neuronais

infectadas com os flavivirus.
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Tabela 22: Principais caracteristicas encontradas nas células neuronais primarias e gliais infectadas com Flavivirus.

Virus Tempo de infecgdo 72 H Tempo de infecgdo 96 H
Alteracao Alteracao Destruicao Nucleo Alteracao Alteracao  Destruicdo Nucleo
da forma do volume celular fragmentado da forma do volume celular fragmentado

MOCK - - - - - - - -

VDEN2- ++ + ++ - + ++ ++ +

NGC +++ - +++ - +++ +++ +++ -

VDEN2- + ++ + ++ + +++ + ++

44/2 - - - - - - - -

VDEN2- +++ + ++ ++ +++ +++ +++ +++

Bel61082 + - + - +++ +++ +++ -

FA17DD ++ + ++ - ++ + ++ -

++ - ++ - ++ + ++ -
17D-D2 + + + - ++ + + -
+ - + - + - - -

—_—
W
[\




As alteragcées morfométricas dos nucleos de células infectadas com os
diversos virus, figuras 44 e 45 (anexo); incluindo presenca de cromatina
condensada e fragmentacao internucleosomal sugere indugdo de apoptose ou
necrose nas células neuronais decorrente da infeccao pelos virus VDEN2
Bel61082 e NGC (figuras 25, 26, 27 e 28).

No entanto, apesar de todas as evidéncias morfolégicas, ndo pudemos
confirmar que essas alteragdes nucleares detectadas sejam de apoptose ou
necrose, mesmo sabendo que a coloragdo nuclear nos permite sugerir que
esse tipo de fragmentagao e condensagao da cromatina seja tipico de nucleo
apoptético (Cai et al., 2005). Dessa forma, para evidenciarmos e confirmarmos
o desencadeamento de apoptose, técnicas especificas de deteccdo da
fragmentacdo do ADN pelo BrdU (tunel) deve ser utilizadas futuramente. Esta
técnica fundamenta-se na exploracdo das quebra dos ADNs que expde um
grande numero de radicais 3’-hidroxil em células apoptéticas. Os grupos
hidroxil servem como iniciadores dos pontos terminais da deoxinucleotidil
transferase (TdT) que atua na adi¢cdo de nucleotideos do ADN molde. A adi¢cao
da 5’-bromo-2’-deoxiuridina 5’ —trifosfato (BrdUTP) analogo da desoxitimidina
reage com o TdT marcando os sitios de quebras (Trends Cell Biol 5, 21, 1995;
Informe técnico do Kit APO-BrdU TUNEL — Molecular Probes, 2001).

A producao intracelular de proteinas virais € essencial para a inducao
de apoptose pelos flavivirus (Deprés et al.,, 1996; Duarte dos Santos et al.,
2000; Prikhod’ko et al., 2001, 2002). Dentre as proteinas virais responsaveis
pelo desencadeamento da cascata apoptética da célula hospedeira, o
ectodominio M foi identificado participando diretamente nesse mecanismo de
ativagao (Catteau et al., 2003).

Foi demonstrado por Catteau et al., (2003) que a producéo intracelular
do ectodominio M (residuos de M1-M40) de todos os quatro sorotipos iniciou o
processo de apoptose em células hospedeiras tais como, células de
neuroblastomas. A regido de nove aminoacidos carboxi terminal (residuos M-
32 a M-40) foi designado como ApoptoM (Catteau et al., 2003).

Neste sentido quando analisamos a sequéncia de aminoacidos obtida
do virus Bel61082 observamos uma variagéo no residuo M28 (Lys-Glu), que
esta presente na cepa NGC neuroadaptada e ndo esta presente no virus 44-2

(Figura 46). Porém, percebemos que o aminoacido Lys esta presente nos virus
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de origem Asiatica e nado naqueles pertencentes ao gendtipo Americano
(Tabela 14 e Figura 12).

Tabela 23: Distribuigdo da variagdo de aminoacido no gene da proteina M do
virus VDEN2.

Virus POSICAO NO GENE DA POTEINA M DO VIRUS VDEN2
28 31 39
Jam 83 E \ I
44-2 K \Y l
NCG E v M
Bel61082 E v |
Ror1811 E v M
Af100464 —Tai-96 E v M
Af100467-Per-95 K B M
Af100469-Mex-92 K i M

Note: Os virus apresentados na tabela sdo os usados no estudo de neuroviruléncia e representantes do
virus VDEN2 pertencentes ao gendtipo II, Il e IV .

No que se refere a proteina E, ndo foi possivel detectar a alteracéo
descrita por Bray e colaboradores (Bray et al., 1998) que mostraram que uma
mudanga de Glu-Lis no residuo E126, estava relacionada com o aumento foi de
neuroviruléncia da cepa NGC de VDEN2.

Permanece em aberto se essa alteragao poderia explicar a indugao de
sinais de apoptpse por estes virus, mas néo pelo 44-2. Para confirmarmos a
importancia dessa alteracado no residuo M-28 na neuroviruléncia e/ou apoptose,
estudos posteriores devem ser realizados via mutagénese do clone infeccioso
(Caufour et al., 2001).

Neste particular, nossos resultados sobre o neutropismo das variantes
dos virus VDEN2 s&o pioneiros no Brasil. Pioneiros pelo detalhamento do
processo infectivo e sua consequiéncia sobre a viabilidade celular, alteracéo de
relacdo volumétrica nucleo/citoplasma, arredondamento da forma de células
gliais e neuronais, perda de neuritos, aparente fragmentagdo de citoesqueleto
de vimentina de células gliais, alteragcbes citoplasmaticas precedidas de

condensagao de cromatina e fragmentagcdo nuclear. Estas, resumidamente,
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sao as alteragcbes celulares que aparecem progressivamente durante o
processo da infeccdo dos Flavivirus estudados in vitro.

Este € o primeiro utilizando-se neurbnios, porque trabalha com
neurdnios sadios, normais, submetidos & infeccdo por Flavivirus. E pioneiro
para o estudo da infeccao glial, uma vez que utilizando uma linhagem tumoral,
também analisa a infecgdo de uma célula glial humana.

Nosso estudo n&do é completo, apontamos inclusive como continua-lo.
Mas, ele permite um grande avango no conhecimento do neurotropismo do
virus VDEN e certamente contribui para o esclarecimento de sua acdo no
sistema nervoso. Estes estudos constituem também a base para o
estabelecimento de sistemas celulares para a avaliagdo da atenuacido de

Flavivirus com énfase nos virus quiméricos.



9-CONCLUSAO
Parte |

> Os 11 virus VDEN2 estudados de origem geografica distinta e de
diferentes periodos de circulagcdo em surtos e epidemias ocorridas no Brasil
mostram que ha uma forte ocorréncia de mutagdes silenciosas, porém essas
mutagdes nao induziram alteragdes significativas na atividade bioldgica desse
virus;

> O percentual médio de identidade nucleotidica e aminoacido de entre os
11 VDENZ2 comparados entre si e com 16 outros virus VDEN2 foi de 89,5 a
99,8%, respectivamente.

> Estudos filogenéticos realizados com os 11 virus VDEN2 juntamente
com outros virus VDENZ2, mostram que estdo todos agrupados no genotipo lll,
de origem Asiatica;

> As mutacgdes in situ ocorridas pelo virus VDEN2 desde sua entrada no
Brasil, originam agrupamentos dentro do genétipo Il no Brasil, e sao diferentes
geograficamente;

> A regido génica estrutural usada no estudo é a que mais sofre pressao
seletiva do sistema imune, pois a glicoproteina E € a mais exposta na
superficie do virus. Nesse sentido podemos sugerir que as alteragdes ocorridas
nessa regiao génica possuem potencial de desencadear o quadro clinico de
FHD, no entanto associados a outros fatores externos, como da ativacao de
anticorpos heterologos;

> O residuo E-390 (L—E) que diferenciou os genotipos Americano e
Asiatico, nos virus VDEN2 estudados foram semelhantes ao de origem
Asiatica, que estao relacionados a maior gravidade da doencga;

> A presenga do aminoacido E no virus 44-2 e o seu perfil genético
semelhante ao do genotipo Americano podem ser devido as sucessivas
passagens sofridas em cultura de células Vero;

> A analise de patogenicidade dos virus VDENZ2 estudados, de acordo
com seu perfil de doenca, mostra que as alteragdes de aminoacidos ocorridas
semelhantes ao dos VDENZ2 do sudeste Asiatico, ndo foram responsaveis pelas

graves manifestagdes clinicas ocorridas em epidemias no Brasil;
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> Analise de identidade nucleotidica e de aminoacidos, entre os 10 VDEN3
do estudo comparados entre si e com 27 outros virus mostrou um percentual
meédio de 89,6 a 100%, respectivamente;

> Os estudos filogenéticos realizados com os 10 VDEN3 mostraram que
no Brasil ha um gendtipo circulante que é o gendtipo Ill, proveniente do
Sudeste Asiatico, como ocorrido em todo o continente Americano;

> As sequéncias dos VDENS3 brasileiros formaram agrupamentos em
quatro subgrupos dentro do genotipo lll;

> No que diz respeito a sua viruléncia podemos observar que ha alteracao
significativa no dominio Il da proteina E (E-391) do virus AM2394, que esta
relacionado com receptor de ligagcdo e deve participar do perfil de
patogenicidade do virus circulante naquele Estado;

> Foram detectadas alteragdes importantes no dominio Il (E-321), como
nos virus AM2394 e RGN576, os dois virus sao procedentes da mesma regiao
geografica e com quadro clinico similar;

> O aumento da dispersao do virus no pais levou a uma diminuicdo no
nuamero de casos graves como FHD, com consequente diminuicdo da

patogenicidade.
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10- CONCLUSAO
Parte Il

> No estudo de neuroviruléncia de VDENZ2 com virus isolado de paciente
com manifestagbes neuroldgicas (Bel61082), em camundongo neonato
inoculado intracerebralmente (IC), observamos que apenas o virus controle
neurovirulento adaptado cepa NGC acarretou sinais de disturbios neurolégicos,
os demais virus Bel61082 e 44-2 nao causou nenhum sinal aparente;

> Podemos detectar a presenca do virus VDENZ2 Bel61082 e NGC por RT-
semi-nested-PCR, do quarto ao sexto apods inoculacdo IC, entretanto nao foi
detectado o virus controle 44-2, esses resultados indicam o neutropismo do
VDEN2 selvagem mesmo com auséncia de manifestagdes clinicas de
encefalite nos animais;

> Nos estudos de infecgao in vitro em cultura primaria de astrocito de
camundongo e neurbnio de rato, podemos dizer que ha um neurotropismo
elevado para VDEN2 nas duas culturas usadas, como podemos ver pelo efeito
citopatogénico induzido;

> Estudos de imunocitoquimica em cultura primaria de neurbnios de rato
infectados com Flavivirus mostraram que ha grandes alteragdes morfoldgicas,
tanto no citoplasma como no nucleo das células infectadas com os virus
VDEN2 NGC e Bel61082 em dois tempos de coleta. Ja os virus VDENZ2 44-2,
virus VFA 17DD e o quimérico 17D-D2, ndao mostraram fortes modificagoes
morfoldgicas;

> Podemos observar mais detalhadamente nas células infectadas com os
virus Bel61082 e VDEN2 NGC, alteragbes morfoléogicas no nucleo dos
neurénios, como diminuigdo de tamanho e condensag¢ao com fragmentagéao da
cromatina, essa caracteristica é tipica de célula em apoptose;

> Analise comparativa do tamanho do nucleo nos Flavivirus estudados
mostra que o tamanho do nucleo pode estar relacionado a sinais de apoptose,
contudo deve-se observar a presenca de fragmentagcédo da cromatina;

> Os estudos in vitro realizados em células de glioma humano linhagem
U87 mostraram uma alta susceptibilidade a infeccdo dos Flavivirus, pois os

tempos coletados mostraram diferentes alteragdes morfologicas;
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> Nao ha evidéncias de sinais de apoptose nas células de glioma humano
U87 infectadas com Flavivirus;

> Nosso estudo de neuroviruléncia de Flavivirus estabeleceu um método
de sistemas celulares para avaliagao da atenuacao viral com énfase nos virus
quimeéricos, baseados em neurdnios primarios de rato e glioma humano;

> A analise molecular do virus Bel61082 mostrou que o virus possue uma
alteragdo especifica na regido M28, proxima ao sitio pro-apoptoético
determinado anteriormente por Catteau e colaboradores (2003) e que esta
presente na cepa NGC.

> Nao detectamos nenhuma alteragédo no residuo E-126, descrito por Bray
e colaboradores. (1998) como sendo o principal indutor de neuroviruléncia por
VDENZ2.
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9-PERSPECTIVAS FUTURAS

Estabelecer o monitoramento das cepas circulantes de VDEN 1, 2 e 3 no
Brasil, inclusive aquelas isoladas em artropodes por sequenciamento
nucleotidico;

Ampliar estudos moleculares usando técnicas mais avangadas da
engenharia genética para relacionar alguns pontos de mutagdo com o
grau de viruléncia e patogenicidade;

Ampliar os estudos com um maior numero de virus VDEN, inclusive com
isolados mais antigos para estudo de evolugéo e possivel recombinacgao;
Analisar outras regides génicas codificadoras ou nao codificadoras do
genoma de VDEN;

Ampliar estudos de neuroviruléncia com outras linhagens celulares
primarias ou continuas de tecido nervoso;

Realizar estudos de apoptose usando testes especificos para esclarecer
o desencadeamento do processo de morte celular;

Realizar estudo de mutagenése do clone infeccioso para
estabelecermos se as mutacbes detectadas estdo envolvidas na

atividade de neuroviruléncia.
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APENDICE 01

1.1 Simbolos e siglas dos aminoéacidos
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2 Nomes dos aminoacidos 3 Carater
Letra Sigla
A Ala alanina Nao polar
C Cis cisteina Nao polar
D Asp acido aspartico Acido
E Glu acido glutamico Acido
F Fen fenilalanina N&o polar
G Gli glicina Nao polar
H His histidina Basico
I lle isoleucina Nao polar
K Lis lisina Basico
L Leu leucina Nao polar
M Met metionina Nao polar
N Asn asparagina Polar
P Pro prolina Nao polar
Q GIn glutamina Polar
R Arg arginina Basico
S Ser serina Polar
T Tre treonina Polar
\ Val valina Nao polar
W Trp triptofano N&o polar
Y Tir  tirosina Polar
O cdOdigo genético padrdo
Primeira Terceira
base |3.1.1 Segunda base base
U C A G
UUU Fen|UCU Ser |UAU Tir UGU Cis U
U UUC Fen|UCC Ser |[UAC Tir UGC Cis C
UUA Leu |UCA Ser |UAA Terminagcao |UGA Terminagao A
UUG Leu |UCG Ser |UAG Terminagao |UGC Trp G
CUU Leu |CCU Pro |CAU His CGU Arg U
C CUC Leu |CCC Pro |CAC His CGC Arg C
CUA Leu |CCA Pro |[CAA GiIn CGA Arg A
CUG Leu |CCG Pro |[CAG Gin CGG Arg G
AUU lle |ACU Tre |[AAU Asn AGU Ser U
A AUC lle |ACC Tre |[AAC Asn AGC Ser C
AUA lle |ACA Tre |AAA Lis AGA Arg A
AUG* Met |ACG Tre |[AAG Lis AGG Arg G
GUU Val |GCU Ala |GAU Asp GGU Gili U
G GUC Val |GCC Ala |GAC Asp GGC Gili C
GUA Val |GCA Ala [GAA Glu GGA Gili A
GUG Val |GCG Ala |GAG Glu GGG Gli G

* AUG também ¢ sinal de iniciagdo da tradugcéo e codon da metionina interna.




APENDICE 02

Alinhamento nucleotidico das sequéncias de VDEN2 que geraram as arvores filogenéticas.
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APENCIDE 03

Alinhamento nucleotidico das sequéncias de VDEN3 que geraram as arvores filogenéticas.
pt™M
TC CAC TTA ACT TCA CGA GAT GGA GAG CCG CGC ATG ATT GTG GGG AAG AAT GAA AGA GGA AAA TCC CTA CTT TTT AAG

M93130-H87-Filipinas-1956 T
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L11619_-_Tahiti_-_1989
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M93130-H87-Filipinas-1956
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M93130-H87-Filipinas-1956 ACA TGC AAT CAA GCT GGA GAG CAT AGA CGC GAT AAG AGA TCA GTG GCG TTA GCT CCC CAT GTC GGC ATG GGA CTG GAC
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M93130-H87-Filipinas-1956 ACA CGC ACT CAA ACC TGG ATG TCG GCT GAA GGA GCT TGG AGA CAA GTC GAG AAG GTA GAG ACA TGG GCC CTT AGG CAC
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L11441 - Tailandia_-_1986 ..C . - .
L11442 - Tailandia -_1987 ..C . A
L11619 - Tahiti_-_1989 ..C . G T
L11620- Tallandla -_1973 ..C .

L11435 - Samoa_-_1986 ..C .
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M93130-H87-Filipinas-1956 CCA GGG TTT ACC ATA CTA GCC CTA TTT CTT GCC CAT TAC ATA GGC ACT TCC TTG ACC CAG AAA GTG GTT ATT TTT ATA

AM2394-BR-2002 .C .G

bel70617-BR-2002 ..C - ..A . ..G -

BEL73318-BR-2003 ..C . .-G .

CEA4739-BR-2002 ..C . .G .

GO1099-BR-2003 ..C . A ..G .

GO1100-BR-2003 ..C . A .-G .

MT03103-BR-2001 ..C . A .-G .

RGN576-BR-2003 ..C . ..G .

ror3832-BR-2002 ..C . ..G .

ROR3845-BR-2002 ..C . .-G . e -

AB189126 - Indonesia-1998 ..C ..A ..C . C

AB189127-1ndonesia-1998 ..C ..A .- - aee - ..C . C

AY038605-RJ-BR-2001 ..C . WAL ..G .

AY679147-RJ-BR - ..C . A - ..G .

L11433_- Porto_Rico_ - 1963 ... ..C ..TC . AL c .C

L11423 - Filipinas_-_1956 e - --

L11424 - India_-_1984 ..C ... . . - ..G e -

L11425 - IndoneS|a -_1973 ..C ..A . - AL ..C .

L11426_—_IndoneS|a_—_1978 ..C LA LD T.. C ..C .

L11427_-_Indonesia_-_1978 ..C ..A . .- - C ..C .C

L11428 - Indonesia_-_1985 ..C ..A . A C ..C .

L11429 - Malasia -_1974 I ..C ..A . cee - C ..C .

L11430_ - Mocambique_- 1985 ... ..C . ..G . e - -

L11431_- SrilLanka_-_1981 ..C . ..G . ..C . ... G..

L11432 - Filipinas_- 1983 ..C ..A ..C ... ..C.

L11422_- Fiji_-_1992 ..C ..A .. . A o

L11436_-_SrilLanka_-_1985 ..C . T . .-G . ..C . ..C .

L11437_-_SrilLanka_-_1989 ..C . T ..G .

L11438 - SrilLanka_-_ 1991 ..C . - ..G .

L11439 - Tahiti_-_1965 ..C..TC T.o... A C

L11440_ -_Tailandia_-_1962 ..C . . C . G

L11441 - Tailandia_-_1986 ..C . R C

L11442_ - Tailandia_-_1987 ..C ... . R C

L11619 - Tahiti_-_1989 ..C _.A . O C

L11620- Tallandla -_1973 ..C . T - -

L11435 - Samoa_-_1986 ..C . bb- G ..C .
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M93130-H87-Filipinas-1956 CTA TTA ATG CTG GTT ACC CCA TCC ATG ACA ATG AGA TGT GTG GGA GTA GGA AAC AGA GAT TTT GTG GAA GGC CTA TCG

AM2394-BR-2002
bel70617-BR-2002
BEL73318-BR-2003
CEA4739-BR-2002
GO1099-BR-2003
GO1100-BR-2003
MT03103-BR-2001
RGN576-BR-2003
ror3832-BR-2002
ROR3845-BR-2002
AB189126 - Indonesia-1998
AB189127-1ndonesia-1998
AY038605-RJ-BR-2001
AY679147-RJ-BR

L11433_- Porto_Rico_-_ 1963 :::

L11423 -_Filipinas_-_1956
L11424 - India_-_1984
L11425 - IndoneS|a -_1973
L11426_—_IndoneS|a_—_1978
L11427_-_Indonesia_-_1978
L11428 -_Indonesia_-_1985
L11429 - Malasia -_1974

L11430_ - Mocambique_-_1985 :::

L11431_- SrilLanka_-_1981
L11432_- Filipinas_-_1983
L11422 - Fiji_-_1992
L11436_-_SrilLanka_-_1985
L11437_-_SrilLanka_-_1989
L11438_-_SrilLanka_-_1991
L11439 - Tahiti_-_1965
L11440 - Tailandia_-_1962
L11441 - Tailandia_-_1986
L11442_ - Tailandia_-_1987
L11619 - Tahiti_-_1989
L11620- Tallandla -_1973
L11435 - Samoa_-_1986

OOOOOOOOOOOOOOO

eNoNeNeoNeoNoNoNoNoNoNoNoNo N NO NN NO RO NON

OOOOOOOOOOOOOOO

eNoNeNoNoNoNoNoNoNoNoNoNoNoNO NN NO RO NON

>

- AL
- AL
- AL
- AL

..C .

..C .

- AL

..C .

-.C .

..C .

-.C .

'—c'—|'—|'—|'—|'—|'—|'—|'—|—|

SR

4494

A
..A
.-A
..A
_.A
..A
A
LA
..A
..A
.A
..A
.-A
..A
_.A
..A
A
LA
..A
..A
A
A
..A
_.A
..A
..A
..A

.G .
.G ...
_.A
A
Continua

[\
—
o0




M93130-H87-Filipinas-1956 GGA GCT ACG TGG GTT GAC GTG GTG CTC GAG CAC GGT GGG TGT GTG ACT ACC ATG GCT AAG AAC AAG CCC ACG CTG GAC
AM2394-BR-2002 e e eeeaee et aee e aee e e o e e e e e e e e e e e o
bel70617-BR-2002

BEL73318-BR-2003

CEA4739-BR-2002

GO1099-BR-2003

GO1100-BR-2003

MT03103-BR-2001

RGN576-BR-2003

ror3832-BR-2002

ROR3845-BR-2002 e e e e e e e e aee
AB189126 - Indonesia-1998 ... ..C ... ... .. i aen aee oo LA Ll
AB189127-1ndonesia-1998 e | S
AY038605-RJ-BR-2001

AY679147-RJ-BR e e e e e e e e e e e e e e e e -
L11433_- Porto Rico - 1963 ... ... ... ... -.C A (oo o can con ol T ocie cin ciC il il aee iee e aee e 2l AL
L11423 - Filipinas_-_1956 ... ... oo o oot aee eee et e e e e

L11424 - India_-_1984 Y ¢ T

L11425 - Indonesia_-_ 1973 ... ... cii i cae mae e e eee e

L11426 - Indonesia_-_1978 ... ... cii cie i een aee e ol T oLl

L11427 - Indonesia_-_1978 ... ... ..A .. .. .. A Lo Lol ool L.

L11428 - Indonesia_-_1985 ... ... .. . oo cae oo een oaaa AL Lol

L11429 - Malasia -_1974 e

L11430_ - Mocambique_- 1985 ... ... ... cii cin cee cen e aee e aee -G oLl

L11431_- SrilLanka_-_1981 .

L11432_ - Filipinas_-_1983 ... . . o o e et e et eee eeeeeeeeeeee e e e aeeeee e e e e e e e
L11422 - Fiji_-_1992 e e
L11436_-_SrilLanka_-_1985 o -
L11437_-_SrilLanka_-_1989 e €

L11438 - SrilLanka - 1991 e
L11439 - Tahiti_-_1965 L o e o [
L11440 — Tailandia_-_ 1962 ... ... i ot cie he e e mee mee e e eme eee e e mme mee e e eee e e e
L11441 - Tailandia_-_1986 ... ... ... oo oo 22T ool il cih it e eee e mee eee 22Cll il i aie e e .l T oLl
L11442 - Tailandia_-_1987 ... ... .. . oo o T oo oon olT oot cit aie aee aee aee 2iClll il il i aee aee T ol o
L11619 - Tahiti_-_1989 o e
L11620-_Tailandia_-_1973 e
L11435 - Samoa_-_1986 e

A
Bl Bl B
MRRRRNRN

>
SR

>0
——

HH A A A A A A A A

Continua

[\
—_
\O




M93130-H87-Filipinas-1956 ATA GAG CTT CAG AAG ACT GAG GCC ACT CAG

AM2394-BR-2002
bel70617-BR-2002
BEL73318-BR-2003
CEA4739-BR-2002
GO1099-BR-2003
GO1100-BR-2003
MT03103-BR-2001
RGN576-BR-2003
ror3832-BR-2002
ROR3845-BR-2002
AB189126 - Indonesia-1998
AB189127-1ndonesia-1998
AY038605-RJ-BR-2001
AY679147-RJ-BR

L11433_- Porto_Rico_-_ 1963 :::

L11423 -_Filipinas_-_1956
L11424 - India_-_1984
L11425 - IndoneS|a -_1973
L11426_—_IndoneS|a_—_1978
L11427_-_Indonesia_-_1978
L11428 -_Indonesia_-_1985
L11429 - Malasia -_1974

L11430_ - Mocambique_-_1985 :::

L11431_- SrilLanka_-_1981
L11432_- Filipinas_-_1983
L11422 - Fiji_-_1992
L11436_-_SrilLanka_-_1985
L11437_-_SrilLanka_-_1989
L11438_-_SrilLanka_-_1991
L11439 - Tahiti_-_1965
L11440 - Tailandia_-_1962
L11441 - Tailandia_-_1986
L11442_ - Tailandia_-_1987
L11619 - Tahiti_-_1989
L11620- Tallandla -_1973
L11435 - Samoa_-_1986
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M93130-H87-Filipinas-1956 ACA ACC GAC TCA AGA TGT CCC ACC CAA GGG GAA GCG

AM2394-BR-2002
bel70617-BR-2002
BEL73318-BR-2003
CEA4739-BR-2002
GO1099-BR-2003
GO1100-BR-2003
MT03103-BR-2001
RGN576-BR-2003
ror3832-BR-2002
ROR3845-BR-2002
AB189126 - Indonesia-1998
AB189127-1ndonesia-1998
AY038605-RJ-BR-2001
AY679147-RJ-BR

L11433_- Porto_Rico_-_ 1963 :::

L11423 -_Filipinas_-_1956
L11424 - India_-_1984
L11425 - IndoneS|a -_1973
L11426_—_IndoneS|a_—_1978
L11427_-_Indonesia_-_1978
L11428 -_Indonesia_-_1985
L11429 - Malasia -_1974

L11430_ - Mocambique_-_1985 :::

L11431_- SrilLanka_-_1981
L11432_- Filipinas_-_1983
L11422 - Fiji_-_1992
L11436_-_SrilLanka_-_1985
L11437_-_SrilLanka_-_1989
L11438_-_SrilLanka_-_1991
L11439 - Tahiti_-_1965
L11440 - Tailandia_-_1962
L11441 - Tailandia_-_1986
L11442_ - Tailandia_-_1987
L11619 - Tahiti_-_1989
L11620- Tallandla -_1973
L11435 - Samoa_-_1986
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M93130-H87-Filipinas-1956 ACA TAC GTG GAC AGA GGC TGG GGA AAC GGT TGT GGT TTG TTT GGC AAG GGA AGC TTG GTG ACA TGC GCG AAA TTT CAA
AM2394-BR-2002 cee el Al ol Lo L e e - Y . S ¢ e e e e
bel70617-BR-2002
BEL73318-BR-2003
CEA4739-BR-2002
GO1099-BR-2003
GO1100-BR-2003
MT03103-BR-2001
RGN576-BR-2003
ror3832-BR-2002
ROR3845-BR-2002 e e -
AB189126 - Indonesia-1998 ... ..T ...
AB189127-1ndonesia-1998 e 2. T L
AY038605-RJ-BR-2001
AY679147-RJ-BR . L N
L11433_- Porto Rico - 1963 ... ... ... ... ..G ..T ... ... ..T ... ... ..C ...
L11423 - Filipinas_-_1956 ... ... oo oo oo o aee e

L11424 - India_-_1984 S ¢ B

L11425 - Indonesia_-_1973
L11426_-_ Indonesia_-_1978
L11427_-_Indonesia_-_1978
L11428 -_Indonesia_-_1985
L11429 - Malasia -_1974 I
L11430_ - Mocambique_- 1985 ...
L11431_- SrilLanka_-_1981
L11432_-_ Filipinas_-_1983 ... ... . e e e e e e e e e e e e e e
L11422 - Fiji_-_1992 e O
L11436_-_SrilLanka_-_1985 -
L11437_-_SrilLanka_-_1989
L11438_-_SrilLanka_-_1991
L11439 - Tahiti_-_1965 e e - e e e e e e e
L11440 - Tailandia_-_1962 ... ... .. cii con cae o men e eee 22C ol Lil i el el A Lol ol Ll f e eee e e e e
L11441_ - _Tailandia_-_1986 ... ... .. T oo oo ool oot aae aee eee aee eee aee A LLA L Ll il il iil i e e oC o
L11442 - Tailandia -_1987 ... ... ... T oo o.T oo oo cie aae aee e eee aee A LA L Ll

L11619 - Tahiti_-_1989 e O
L11620-_Tailandia_-_1973 e
L11435 - Samoa_-_1986 e C o Oy - W
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M93130-H87-Filipinas-1956 TGT TTA GAA TCA ATA GAG GGA AAA GTG GTG CAA CAT GAG AAC CTC AAA TAC ACC GTC ATC ATC ACA GTG CAC ACA GGA
AM2394-BR-2002 .CC.G . C.. ... T.

bel70617-BR-2002 ..C C.G . C.. .-G T.. cee -
BEL73318-BR-2003 ..C C.G . C.. .-G T.. T
CEA4739-BR-2002 ..C C.G . C.. e To. N
GO1099-BR-2003 ..CC.G . C.. .G T.. -
GO1100-BR-2003 ..CCG ... C.. ..GT.. N
MT03103-BR-2001 ..CC.G ... C.. .G T.. .-
RGN576-BR-2003 ..C C.G . C.. S ..T
ror3832-BR-2002 ..CC.G . C.. .G T..

ROR3845-BR-2002 ..CC.G . C.. -.GT..

AB189126 - Indonesia-1998 G .T. ..G

AB189127-1ndonesia-1998 . ..G . .T. .G ...

AY038605-RJ-BR-2001 C C.G . C.. .G T..

AY679147-RJ-BR ..CC.G . C.. .-G T.. .

L11433_- Porto_Rico_ - 1963 ... . CT. A - AT T
L11423 - Filipinas_-_1956 ... ... . .

L11424 - India_-_1984 ..CC.G . C I T
L11425 - IndoneS|a -_1973 ..G . ..G .

L11426_—_IndoneS|a_—_1978 ..G . ..G .

L11427_-_Indonesia_-_1978 ..G . T A ..G . T

L11428 -_Indonesia_-_1985 .G . ..G .

L11429 - Malasia -_1974 cee -.G . ..G ... cee -
L11430_ - Mocambique_ - 1985 ... ..G . T.. N
L11431_- SrilLanka_-_1981 ..C C.G . S N
L11432_-_Filipinas_-_1983 e .- .-G

L11422 - Fiji_-_1992 G . .C. .-G e -
L11436_-_SrilLanka_-_1985 C C.G . T N
L11437_-_SrilLanka_-_1989 CC.G ... C.. T N
L11438_-_ SrilLanka_-_1991 CC.G ... C.. T N
L11439 - Tahiti_-_1965 e e e e e e e aee e e e aie e e A
L11440 — Tailandia_-_ 1962 ... ... .. cii cin cae men e mee eee e e mme eee e Gl Ll Ll N
L11441 - Tailandia_-_1986 ... ... co. coe cin cee mee e aee e mee e e mme e mee eee . T Ll N
L11442 - Tailandia -_1987 ... C.. ... Co. oo oo ot cit tie aee e e e eee e e e LT oLl N
L11619 - Tahiti_-_1989 e o e -
L11620- Tallandla -_1973 ) H T
L11435 - Samoa_-_1986 ..CC.G ... N
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M93130-H87-Filipinas-1956 GAC CAA CAC CAG GTG GGA AAT GAA ACG CAG GGA GTT ACG GCT GAG ATA ACA TCC CAG GCA TCA AcCC GCT GAA GCC ATT

AM2394-BR-2002
bel70617-BR-2002
BEL73318-BR-2003
CEA4739-BR-2002
GO1099-BR-2003
GO1100-BR-2003
MT03103-BR-2001
RGN576-BR-2003
ror3832-BR-2002
ROR3845-BR-2002
AB189126 - Indonesia-1998
AB189127-1ndonesia-1998
AY038605-RJ-BR-2001
AY679147-RJ-BR

L11433_- Porto_Rico_-_ 1963 ::.

L11423 -_Filipinas_-_1956
L11424 - India_-_1984
L11425 - IndoneS|a -_1973
L11426_—_IndoneS|a_—_1978
L11427_-_Indonesia_-_1978
L11428 -_Indonesia_-_1985
L11429 - Malasia -_1974

L11430_ - Mocambique_-_1985 :::

L11431_- SrilLanka_-_1981
L11432_- Filipinas_-_1983
L11422 - Fiji_-_1992
L11436_-_SrilLanka_-_1985
L11437_-_SrilLanka_-_1989
L11438_-_SrilLanka_-_1991
L11439 - Tahiti_-_1965
L11440 - Tailandia_-_1962
L11441 - Tailandia_-_1986
L11442_ - Tailandia_-_1987
L11619 - Tahiti_-_1989
L11620- Tallandla -_1973
L11435 - Samoa_-_1986
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M93130-H87-Filipinas-1956 TTA CCT GAA TAT GGA ACC CTC GGG CTA GAA TGC TCA CCA CGG ACA GGT TTG GAT TTC AAT GAA ATG ATT TTA

AM2394-BR-2002
bel70617-BR-2002
BEL73318-BR-2003
CEA4739-BR-2002
GO1099-BR-2003
GO1100-BR-2003
MT03103-BR-2001
RGN576-BR-2003
ror3832-BR-2002
ROR3845-BR-2002
AB189126 - Indonesia-1998
AB189127-1ndonesia-1998
AY038605-RJ-BR-2001
AY679147-RJ-BR

OOOOOOOOOO

L11433_- Porto_Rico_-_ 1963 :..

L11423 -_Filipinas_-_1956
L11424 - India_-_1984
L11425 - IndoneS|a -_1973
L11426_—_IndoneS|a_—_1978
L11427_-_Indonesia_-_1978
L11428 -_Indonesia_-_1985
L11429 - Malasia -_1974

L11430_ - Mocambique_-_1985 :.

L11431_- SrilLanka_-_1981
L11432_- Filipinas_-_1983
L11422 - Fiji_-_1992
L11436_-_SrilLanka_-_1985
L11437_-_SrilLanka_-_1989
L11438_-_SrilLanka_-_1991
L11439 - Tahiti_-_1965
L11440 - Tailandia_-_1962
L11441 - Tailandia_-_1986
L11442_ - Tailandia_-_1987
L11619 - Tahiti_-_1989
L11620- Tallandla -_1973
L11435 - Samoa_-_1986
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M93130-H87-Filipinas-1956 ATG AAG AAC AAA GCA TGG ATG GTA CAT AGA CAA TGG TTC TTT GAC TTA CCC CTA CCA TGG ACA TCA GGA GCT ACA ACA

AM2394-BR-2002
bel70617-BR-2002
BEL73318-BR-2003
CEA4739-BR-2002
GO1099-BR-2003
GO1100-BR-2003
MT03103-BR-2001
RGN576-BR-2003
ror3832-BR-2002
ROR3845-BR-2002
AB189126 - Indonesia-1998
AB189127-1ndonesia-1998
AY038605-RJ-BR-2001
AY679147-RJ-BR

L11433_- Porto_Rico_-_ 1963 :::

L11423 -_Filipinas_-_1956
L11424 - India_-_1984
L11425 - IndoneS|a -_1973
L11426_—_IndoneS|a_—_1978
L11427_-_Indonesia_-_1978
L11428 -_Indonesia_-_1985
L11429 - Malasia -_1974

L11430_ - Mocambique_-_1985 :::

L11431_- SrilLanka_-_1981
L11432_- Filipinas_-_1983
L11422 - Fiji_-_1992
L11436_-_SrilLanka_-_1985
L11437_-_SrilLanka_-_1989
L11438_-_SrilLanka_-_1991
L11439 - Tahiti_-_1965
L11440 - Tailandia_-_1962
L11441 - Tailandia_-_1986
L11442_ - Tailandia_-_1987
L11619 - Tahiti_-_1989
L11620- Tallandla -_1973
L11435 - Samoa_-_1986
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M93130-H87-Filipinas-1956 AAA ACA CCA ACT TGG AAC AGG AAA GAG CTT CTT GTG ACA TTT AAA AAT GCA CAT GCA AAA AAG CAA GAA GTA GTT GTC
AM2394-BR-2002 G ... . Y S e - -G _. e e e e
bel70617-BR-2002 .-G ..

BEL73318-BR-2003 .-G ..
CEA4739-BR-2002
GO1099-BR-2003
GO1100-BR-2003
MT03103-BR-2001
RGN576-BR-2003
ror3832-BR-2002
ROR3845-BR-2002
AB189126 - Indonesia-1998
AB189127-Indonesia-1998
AY038605-RJ-BR-2001
AY679147-RJ-BR

L11433_- Porto_Rico_-_ 1963
L11423 - Filipinas_-_1956
L11424 - India_-_1984
L11425 - Indonesia_-_1973
L11426_-_ Indonesia_-_1978
L11427_-_Indonesia_-_1978
L11428 -_Indonesia_-_1985
L11429 - Malasia -_1974
L11430_ - Mocambique_-_1985
L11431_- SrilLanka_-_1981
L11432_- Filipinas_-_ 1983
L11422 - Fiji_-_1992
L11436_-_SrilLanka_-_1985
L11437_-_SrilLanka_-_1989
L11438_-_SrilLanka_-_1991
L11439 - Tahiti_-_1965
L11440 - Tailandia_-_1962
L11441 - Tailandia_-_1986
L11442_-_Tailandia_-_1987
L11619 - Tahiti_-_1989
L11620-_Tailandia_-_1973
L11435 - Samoa_-_1986
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M93130-H87-Filipinas-1956 CTT GGA TCA CAA GAG GGA GCA ATG CAT ACA GCA CTG ACA GGA GCT ACA GAG ATC CAA ACC TCA GGA GGC ACA AGT ATT
- .. e O e eee e e e

AM2394-BR-2002 A . T ... ALA L C T. C . A

bel70617-BR-2002 T A ..C ... T.. ..C . AL AL

BEL73318-BR-2003 T AL ..C ... T.. ..C . AL AL .

CEA4739-BR-2002 R LA L e e Too ..C . LA L AL ..C .

GO1099-BR-2003 U WAL ..C ... T.. ..C . WAL AL e -

GO1100-BR-2003 ..G . - ..C ... T.. ..C . AL AL ..C .

MT03103-BR-2001 T AL ..C ... T.. ..C . AL AL ..C .

RGN576-BR-2003 T A_A . S Too L. ..C . WAL AL

ror3832-BR-2002 A Lo LT WAL ..C ... T.. C.. ..C . WAL AL

ROR3845-BR-2002 T . AL [ O ..C . AL AL

AB189126 - Indonesia-1998 ..G . ..C .

AB189127-1ndonesia-1998 ..G . e ..C . . e e e -

AY038605-RJ-BR-2001 U WAL ..C ... T.. ..C . WAL AL

AY679147-RJ-BR - ..G . R O ..C . Y AL

L11433_- Porto_Rico_ - 1963 ... ..G . ..C . ..C . ..T .T.

L11423 - Filipinas_-_ 1956 e - e .

L11424 - India_-_1984 ..G . ... ..C C LA A C

L11425 - Indonesia_-_1973 ..G . ..C . . -

L11426_-_ Indonesia_-_1978 ..G . ..C . ..C .

L11427_-_Indonesia_-_1978 ..G . ..C . -

L11428 -_Indonesia_-_1985 ..G . ..C . I

L11429 - Malasia -_1974 I ..G . ..C ... . e - . .- e

L11430_ - Mocambique_- 1985 ... ..G . ..C . ..C . A Ll oL A ..C .

L11431_- SrilLanka_-_1981 ..G . I ..C . AL o . ..C .

L11432 - Filipinas_- 1983 ..G . ..C . ..C . ..G

L11422_- Fiji_-_1992 ..G . ..C . e e e . e .

L11436_-_SrilLanka_-_1985 ..G . o - ..C . LA L S ..C .

L11437_-_SrilLanka_-_1989 ..G . LA C ..C . AL AL ..C .

L11438 - SrilLanka_-_ 1991 ..G . .C ... LA L. AL ..C .

L11439 - Tahiti_-_1965 ..G . ..C . S S e .

L11440_ -_Tailandia_-_1962 ..G . e - ..C . AL ..C .

L11441 - Tailandia_-_1986 ..G . ..C . G AL N ..C .

L11442 - Tailandia_-_ 1987 ..G . ..C . G T AL ..T ... ..C.

L11619 - Tahiti_-_1989 ..G . ..C . .. . - e .

L11620-_Tailandia_-_1973 ..G . ..C . .-G . o - AL ..C .

L11435 - Samoa_-_1986 ..G . C LA L AL ..C .
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M93130-H87-Filipinas-1956 TTT GCG GGG CAC TTA AAA TGT AGA CTC AAG ATG GAC AAA TTG AAA CTC AAG GGG ATG AGC TAT GCA ATG TGC TTG AAT
AM2394-BR-2002 . e e e A O
bel70617-BR-2002

BEL73318-BR-2003

CEA4739-BR-2002

GO1099-BR-2003

GO1100-BR-2003 e e e e o
MT03103-BR-2001 e
RGN576-BR-2003

ror3832-BR-2002

ROR3845-BR-2002 e e e e e e e
AB189126 - Indonesia-1998 ... ... ... ... ..G ... ..C ...
AB189127-1ndonesia-1998 ) ¢ R O
AY038605-RJ-BR-2001 .
AY679147-RJ-BR T ¢
L11433_- Porto_Rico - 1963 ..C ... ..A ..T C..

L11423 - Filipinas_-_1956

L11424 - India_-_1984

L11425 - Indonesia_-_1973 ... ... cii i can aee aen oaaa
L11426_ - Indonesia_-_1978 ... ... ... -ce oo .. -.C ...
L11427 - Indonesia_-_1978 ... ... ... ... .G ... ... ...
L11428 - Indonesia_-_1985 ... ... ... .. .. .. --C oLl Ll Lol il ol il aas
L11429 - Malasia -_1974 o G
L11430_ - Mocambique_- 1985 ...

L11431_- SrilLanka_-_1981

L11432_- Filipinas_-_ 1983
L11422 - Fiji_-_1992

L11436_-_SrilLanka_-_1985
L11437_-_SrilLanka_-_1989

L11438 - SrilLanka - 1991 e e e e
L11439 - Tahiti_-_1965 ..C ... ..A _.TC.
L11440 - Tailandia_-_1962
L11441 - Tailandia_-_1986
L11442_-_Tailandia_-_1987
L11619 - Tahiti_-_1989 e e et e e
L11620-_Tailandia_-_1973 N ¢
L11435 - Samoa_-_1986
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M93130-H87-Filipinas-1956 ACC TTT GTG TTG AAG AAA GAA GTC TCC GAA ACG CAG CAT GGG ACA ATA CTC ATT AAG GTT GAG TAC AAA GGG GAA GAT
AM2394-BR-2002
bel70617-BR-2002
BEL73318-BR-2003
CEA4739-BR-2002
GO1099-BR-2003
GO1100-BR-2003
MT03103-BR-2001
RGN576-BR-2003
ror3832-BR-2002
ROR3845-BR-2002
AB189126 - Indonesia-1998
AB189127-Indonesia-1998
AY038605-RJ-BR-2001
AY679147-RJ-BR e mee e e e e e e -
L11433_- Porto Rico - 1963 ... ..C ... C.. ..A ... ... ..T ..
L11423 - Filipinas_-_1956
L11424 - India_-_1984
L11425 - IndoneS|a -_1973
L11426_—_IndoneS|a_—_1978
L11427_-_Indonesia_-_1978
L11428 -_Indonesia_-_1985
L11429 - Malasia -_1974 .
L11430_ - Mocambique - 1985 ... ... ... cc. cin cee aan wa-
L11431_- SrilLanka_-_1981 e ¢ B
L11432_- Filipinas_-_ 1983
L11422_- Fiji_-_1992
L11436_-_SrilLanka_-_1985
L11437_-_SrilLanka_-_1989
L11438 - SriLanka_- 1991 ... ... cii cee e e e e .
L11439 - Tahiti_-_1965 S oS o o Ny Ly LN ¢ SN
L11440 — Tailandia_-_ 1962 ... ... .. cit cie cae mee e mee eee e e mee eee e e aae 2.C oLl
L11441 - Tailandia_-_1986 ..T ...
L11442 - Tailandia_-_1987 .. ... .ol coi it aee aee it eee e e eee e e e e
L11619 - Tahiti_-_1989 L O e R ¢

L11620- Tallandla -_1973 e
L11435 - Samoa_-_1986 L C P O
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M93130-H87-Filipinas-1956 GCA CCC TGC AAG ATT CCT TTC TCC ACG GAG GAT GGA CAA GGG AAA GCT CAC AAT GGC AGA CTG ATC ACA GCC AAT CCA

AM2394-BR-2002
bel70617-BR-2002
BEL73318-BR-2003
CEA4739-BR-2002
GO1099-BR-2003
GO1100-BR-2003
MT03103-BR-2001
RGN576-BR-2003
ror3832-BR-2002
ROR3845-BR-2002
AB189126 - Indonesia-1998
AB189127-1ndonesia-1998
AY038605-RJ-BR-2001
AY679147-RJ-BR

L11433_- Porto_Rico_-_ 1963 :::

L11423 -_Filipinas_-_1956
L11424 - India_-_1984
L11425 - IndoneS|a -_1973
L11426_—_IndoneS|a_—_1978
L11427_-_Indonesia_-_1978
L11428 -_Indonesia_-_1985
L11429 - Malasia -_1974

L11430_ - Mocambique_-_1985 :::

L11431_- SrilLanka_-_1981
L11432_- Filipinas_-_1983
L11422 - Fiji_-_1992
L11436_-_SrilLanka_-_1985
L11437_-_SrilLanka_-_1989
L11438_-_SrilLanka_-_1991
L11439 - Tahiti_-_1965
L11440 - Tailandia_-_1962
L11441 - Tailandia_-_1986
L11442_ - Tailandia_-_1987
L11619 - Tahiti_-_1989
L11620- Tallandla -_1973
L11435 - Samoa_-_1986
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M93130-H87-Filipinas-1956 GTG GTG ACC AAG AAG GAG GAG CCT GTC AAC ATT GAG GCT GAA CCT CCT TTT GGG GAA AGT AAT ATA GTA ATT GGA ATT

AM2394-BR-2002
bel70617-BR-2002
BEL73318-BR-2003
CEA4739-BR-2002
GO1099-BR-2003
GO1100-BR-2003
MT03103-BR-2001
RGN576-BR-2003
ror3832-BR-2002
ROR3845-BR-2002
AB189126 - Indonesia-1998
AB189127-1ndonesia-1998
AY038605-RJ-BR-2001
AY679147-RJ-BR

L11433_- Porto_Rico_-_ 1963 :

L11423 -_Filipinas_-_1956
L11424 - India_-_1984
L11425 - IndoneS|a -_1973
L11426_—_IndoneS|a_—_1978
L11427_-_Indonesia_-_1978
L11428 -_Indonesia_-_1985
L11429 - Malasia -_1974

L11430_ - Mocambique_-_1985 :::

L11431_- SrilLanka_-_1981
L11432_- Filipinas_-_1983
L11422 - Fiji_-_1992
L11436_-_SrilLanka_-_1985
L11437_-_SrilLanka_-_1989
L11438_-_SrilLanka_-_1991
L11439 - Tahiti_-_1965
L11440 - Tailandia_-_1962
L11441 - Tailandia_-_1986
L11442_ - Tailandia_-_1987
L11619 - Tahiti_-_1989
L11620- Tallandla -_1973
L11435 - Samoa_-_1986
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M93130-H87-Filipinas-1956 GGA GAC AAA GCC CTG AAA ATC AAC TGG TAC AGG AAG GGA AGC TCG ATT GGG AAG ATG TTC GAG GCC ACT GCC AGA GGT

AM2394-BR-2002
bel70617-BR-2002
BEL73318-BR-2003
CEA4739-BR-2002
GO1099-BR-2003
GO1100-BR-2003
MT03103-BR-2001
RGN576-BR-2003
ror3832-BR-2002
ROR3845-BR-2002
AB189126 - Indonesia-1998
AB189127-1ndonesia-1998
AY038605-RJ-BR-2001
AY679147-RJ-BR

L11433_- Porto_Rico_-_ 1963 :::

L11423 -_Filipinas_-_1956
L11424 - India_-_1984
L11425 - IndoneS|a -_1973
L11426_—_IndoneS|a_—_1978
L11427_-_Indonesia_-_1978
L11428 -_Indonesia_-_1985
L11429 - Malasia -_1974

L11430_ - Mocambique_-_1985 :::

L11431_- SrilLanka_-_1981
L11432_- Filipinas_-_1983
L11422 - Fiji_-_1992
L11436_-_SrilLanka_-_1985
L11437_-_SrilLanka_-_1989
L11438_-_SrilLanka_-_1991
L11439 - Tahiti_-_1965
L11440 - Tailandia_-_1962
L11441 - Tailandia_-_1986
L11442_ - Tailandia_-_1987
L11619 - Tahiti_-_1989
L11620- Tallandla -_1973
L11435 - Samoa_-_1986
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M93130-H87-Filipinas-1956 GCA AGG CGC ATG GCC ATC TTG GGA GAC ACA GCC TGG GAC TTT GGA TCA GTG GGT GGT GTT TTG AAT TCA TTA GGG AAA

AM2394-BR-2002
bel70617-BR-2002
BEL73318-BR-2003
CEA4739-BR-2002
GO1099-BR-2003
GO1100-BR-2003
MT03103-BR-2001
RGN576-BR-2003
ror3832-BR-2002
ROR3845-BR-2002
AB189126 - Indonesia-1998
AB189127-1ndonesia-1998
AY038605-RJ-BR-2001
AY679147-RJ-BR

L11433_- Porto_Rico_-_ 1963 :::

L11423 -_Filipinas_-_1956
L11424 - India_-_1984
L11425 - IndoneS|a -_1973
L11426_—_IndoneS|a_—_1978
L11427_-_Indonesia_-_1978
L11428 -_Indonesia_-_1985
L11429 - Malasia -_1974

L11430_ - Mocambique_-_1985 :::

L11431_- SrilLanka_-_1981
L11432_- Filipinas_-_1983
L11422 - Fiji_-_1992
L11436_-_SrilLanka_-_1985
L11437_-_SrilLanka_-_1989
L11438_-_SrilLanka_-_1991
L11439 - Tahiti_-_1965
L11440 - Tailandia_-_1962
L11441 - Tailandia_-_1986
L11442_ - Tailandia_-_1987
L11619 - Tahiti_-_1989
L11620- Tallandla -_1973
L11435 - Samoa_-_1986
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M93130-H87-Filipinas-1956 ATG GTC CAC CAA ATA TTT GGG AGT GCT TAC ACA GCC CTA TTT AGT GGA GTC TCC TGG ATA ATG AAA ATT GGA ATA GGT

AM2394-BR-2002
bel70617-BR-2002
BEL73318-BR-2003
CEA4739-BR-2002
GO1099-BR-2003
GO1100-BR-2003
MT03103-BR-2001
RGN576-BR-2003
ror3832-BR-2002
ROR3845-BR-2002
AB189126 - Indonesia-1998
AB189127-1ndonesia-1998
AY038605-RJ-BR-2001
AY679147-RJ-BR

L11433_- Porto_Rico_-_ 1963 :::

L11423 -_Filipinas_-_1956
L11424 - India_-_1984
L11425 - IndoneS|a -_1973
L11426_—_IndoneS|a_—_1978
L11427_-_Indonesia_-_1978
L11428 -_Indonesia_-_1985
L11429 - Malasia -_1974

L11430_ - Mocambique_-_1985 :::

L11431_- SrilLanka_-_1981
L11432_- Filipinas_-_1983
L11422 - Fiji_-_1992
L11436_-_SrilLanka_-_1985
L11437_-_SrilLanka_-_1989
L11438_-_SrilLanka_-_1991
L11439 - Tahiti_-_1965
L11440 - Tailandia_-_1962
L11441 - Tailandia_-_1986
L11442_ - Tailandia_-_1987
L11619 - Tahiti_-_1989
L11620- Tallandla -_1973
L11435 - Samoa_-_1986
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M93130-H87-Filipinas-1956 GTC CTC TTA ACC TGG ATA GGG TTG AAT TCA AAA AAC ACT TCT ATG TCA TTT TCA TGC ATT GCG ATA GGA ATC ATT ACA
AM2394-BR-2002 .- - - e e e aee e e e o - e e e em e e e e e e
bel70617-BR-2002
BEL73318-BR-2003
CEA4739-BR-2002
GO1099-BR-2003
GO1100-BR-2003
MT03103-BR-2001
RGN576-BR-2003
ror3832-BR-2002
ROR3845-BR-2002 - -
AB189126 - Indonesia-1998 ... ..T ...
AB189127-1ndonesia-1998 (R
AY038605-RJ-BR-2001
AY679147-RJ-BR .-
L11433_- Porto_Rico_-_1963 A.
L11423 - Filipinas_-_1956 ... ... ... .
L11424 - India_-_1984 Y ¢ B
L11425 - Indonesia_-_1973
L11426_-_ Indonesia_-_1978
L11427_-_Indonesia_-_1978
L11428 - Indonesia_-_1985 ... ... ...
L11429 - Malasia -_1974 T
L11430_ - Mocambique_- 1985 ..T ... ..G ..
L11431_- SrilLanka_-_1981 ! ¢ R
L11432_- Filipinas_-_1983 ... ..T ...
L11422 - Fiji_-_1992 I
L11436_-_SrilLanka_-_1985 .
L11437_-_SrilLanka_-_1989
L11438 - SrilLanka - 1991 .
L11439 - Tahiti_-_1965 AT oo oo . .
L11440 - Tailandia_-_1962 ... ... .. cii cin cae men e mma eee eee . Tl
L11441 - Tailandia_-_1986 ... ... ... ccu cie cue aee ... G.. .
L11442 - Tailandia_-_1987 .. e e e e e e e e e e e e e e e e e
L11619 - Tahiti_-_1989 e
L11620-_Tailandia_-_1973 .. e mee mee e e eme e e e eee e e .
L11435 - Samoa_-_1986 Y | S
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M93130-H87-Filipinas-1956 CTC TAT CTG GGG GTC GTG GTG CAA GCT ?
AM2394-BR-2002 .CT ?
bel70617-BR-2002 ..A .CT . ?
BEL73318-BR-2003 -.A CT . ?
CEA4739-BR-2002 ..A .CT . G
GO1099-BR-2003 _.A CT . ?
GO1100-BR-2003 ..A CT . ?
MT03103-BR-2001 -.A CT . ?
RGN576-BR-2003 -.A CT . G
ror3832-BR-2002 ..A CT . ?
ROR3845-BR-2002 ..A CT . ?
AB189126 - Indonesia-1998 ..A .C. ?
AB189127-1ndonesia-1998 ..A .C. . ?
AY038605-RJ-BR-2001 ..A CT . ?
AY679147-RJ-BR Y Y O ?
L11433_- Porto Rico - 1963 ... ... ..A ..A .CT . G ?
L11423 - Filipinas_-_1956 AL . ?
L11424 - India_-_1984 ..A CT A ?
L11425 - IndoneS|a -_1973 ..A .C. ?
L11426_—_IndoneS|a_—_1978 ..A .C. ?
L11427_-_Indonesia_-_1978 ..A .C. ?
L11428_ -_Indonesia_-_1985 ..A .C. ?
L11429 - Malasia -_1974 I ..A .C. ... ?
L11430_ - Mocambique_- 1985 ... A CT ... LA L ?
L11431_- SrilLanka_-_1981 ..A .C. .CA . ?
L11432_- Filipinas_-_1983 ..A .C. ?
L11422 - Fiji_-_1992 ..A _C. . ?
L11436_-_SrilLanka_-_1985 ..A .C. . LA L ?
L11437_-_SrilLanka_-_1989 ..A .CT . LA ?
L11438 - SrilLanka - 1991 Y W 04 AL ?
L11439 - Tahiti_-_1965 oo oo A LA CT . .. -G . ?
L11440 - Tailandia_-_1962 ... ... T.. ..A .C. AL ?
L11441 - Tailandia_-_1986 ..A .C. LA ?
L11442 - Tailandia - 1987 ..A _C. A ?
L11619 - Tahiti_-_1989 ..A _C. . ?
L11620- Tallandla -_1973 ..A .C. AL ?
L11435 - Samoa_-_1986 ..A _C. LA L ?
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APENDICE 04

MOCK 72h

) ] .
Qb‘:‘ ? -,
[ ] g" L .

Fotomicrografia dos nucleos marcados com DAPI de células neuronais nao
infectadas e detecc¢ao dos nucleos por analise computacional. A) Nucleos sem
tratamento da imagem; B) Nucleos apds tratamento da imagem; c) Definicdo

dos nucleos; D) Nucleos medidos. Barra= 25 um.
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NGC 72h
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NGC 96h

Fotomicrografia dos nucleos marcados com DAPI de células neuronais
infectadas com virus VDEN2 NGC e deteccdo dos nucleos por analise
computacional. A) Nucleos sem tratamento da imagem; B) Nucleos apds
tratamento da imagem; c) Definigdo dos nucleos; D) Nucleos medidos. Barra=

25 um.
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44-2 72h
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Fotomicrografia dos nucleos marcados com DAPI de células neuronais
infectadas com virus VDEN2 44-2 e deteccdo dos nucleos por analise
computacional. A) Nucleos sem tratamento da imagem; B) Nucleos apos
tratamento da imagem; C) Definicdo dos nucleos; D) Nucleos medidos. Barra=

25 um.
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17D-D2 72h

17D-D2 96h

L ] -
-~ .
L
- -
v ..
- . T
O
L] . " .
< ]
o-..
L 3
. . i’

Fotomicrografia dos nucleos marcados com DAPI de células neuronais infectadas
com virus quimérico 17D-D2 e deteccado dos nucleos por analise computacional.
A) Nucleos sem tratamento da imagem; B) Nucleos apés tratamento da imagem;
c) Definigao dos nucleos; D) Nucleos medidos. Barra= 25 um.
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Bel61082 96h
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Fotomicrografia dos nucleos marcados com DAPI de células neuronais
infectadas com virus VDEN2 Bel61082 e deteccdo dos nucleos por analise
computacional. A) Nucleos sem tratamento da imagem; B) Nucleos apos
tratamento da imagem; c) Definigdo dos nucleos; D) Nucleos medidos. Barra=
25 um.




243

APENDICE 05

Detection of Dengue virus serotype 3 by RT-PCR in Aedes aegypti (Diptera,
Culicidae) captured in Manaus-Amazonas

12yaléria CS Pinheiro, *Wanderli P Tadei, 3Patricia MSS Barros, °Pedro FC
Vasconcelos, *Ana Cecilia R Cruz.

"nstituto Nacional de Pesquisas da Amazodnia (INPA), Manaus, Amazonas.
*Universidade Estadual do Maranhdo (UEMA), Caxias, Maranhio.

3 Department of Arbovirology and Hemorrhagic Fevers Instituto Evandro Chagas (IEC),
Belém, Para.
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