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RESUMO

Alfonso Castro, H. L. Caracterizacdo molecular de dengue tipo 3 isolados no Brasil e
no Paraguai. 2010. 105f. Dissertacdo (Mestrado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
de Ribeirdao Preto — Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2010.

O virus da dengue (DENV), pertencente ao género Flavivirus da familia
Flaviviridae, ¢ a arbovirose de maior impacto em saude publica na atualidade. A
infeccdo com qualquer do quatro sorotipos de dengue (DENV-1, -2, -3 e -4) pode ser
assintomatica ou causar doenga febril (DF) que pode evoluir para uma forma mais
grave, e algumas vezes fatais, caracterizada por derrame capilar, trombocitopenia. A
introducdo do DENV-3, genoétipo III, nas Américas coincidiu com um aumento no
numero de casos graves da doenca. Este virus causou uma grande epidemia em 2002 no
Rio de Janeiro e posteriormente se espalho em todas as regides do pais, chegando
inclusiva ao Paraguai. Diversos estudos filogenéticos e evolutivos foram realizados com
o DENV-3 nas Américas, mas utilizando sequéncias gendmicas parciais. Neste trabalho
temos por objetivo analisar o relacionamento filogenético e evolutivo de DENV-3
isolados no Brasil e no Paraguai analisando a sequéncia gendmica completa. A
sequéncia de virus isolados no Brasil (n=9) e no Paraguai (n=3) foram comparadas com
527 sequéncias depositadas no GenBank. As 12 cepas virais isoladas no Brasil e no
Paraguai pertencem ao grupo americano do genétipo III. Analisando a arvore
filogenética dos DENV-3 observamos trés genotipos e diversas linhagens, sub-
linhagens e clados dentro de cada gendtipo. A distancia genética entre os genotipos foi
de 7,3 a 7,5%, entre as linhagens de 3,2 a 5,3%, entre as sub-linhagens 2,5 a 3,2% e
entre os clados de 1,0 a 1,9%. A taxa evolutiva dos virus variou entre 1,2x10™ a 8,2x10"
* subs/sitio/ano. O ancestral comum do gendtipo I teria surgido entre 1849-1945, do
gendtipo Il entre 1916-1960, e do genotipo 111 entre 1876-1923. Os diferentes grupos
genéticos apresentam motif de aminoacidos caracteristicos. Estes dados serdo de grande
utilidade para uma melhor caracterizacdo dos DENV-3 em futuras epidemias e,

inclusive, poderao ser utilizados para selecao de candidatos a vacina.

Palavras-chave: DENV-3, Andlises filogenética, divergéncia genética



ABSTRACT

ALFONSO CASTRO, H. L. Molecular characterization of dengue type 3 isolated in
Brazilian and Paraguay. 2010. 105f. Dissertation (Master). Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2010.
Dengue is the most important arbovirus disease in tropical and subtropical
countries. Dengue virus (DENV) is a member of the genus Flavivirus (family,
Flaviviridae). There are four antigenically related serotypes (DENV-1 to -4). The
disease can vary from asymptomatic to classic dengue fever (DF), or complications
such as dengue hemorrhagic fever (DHF) or dengue shock syndrome (DSS). Recently,
a dramatically increase of DHF/DSS cases in the Americas have been observed, and this
increase was correlated with the introduction of the dengue virus type 3, genotype III.
This virus caused a great epidemic in 2002 in the city of Rio de Janeiro and later, the
virus spread in Paraguay. Phylogenetics and evolutionary studies have been carried out
with DENV-3 isolated worldwide, but only using partial genomic sequences. In this
work, we have analyzed the genetic diversity of DENV-3 from Brazilian and
Paraguayan isolates, analyzing complete genomic sequences. The Brazilian (n=9) and
the Paraguayan (n=3) isolates were compared with 527 sequences retrieved from the
GeneBank. Theses isolates, belong to the American group of the genotype III. The
phylogenetic analysis of the DENV-3 complete genome confirmed the three known
genotypes and also suggested the presence of other groups within each genotype named
lineages, sub-lineages and clades. The genetic distances among the genotypes were 7.3
to 7.5%, 3.2 to 5.3% among the lineages, 2.5 to 3.2% among the sub-lineages and 1.0 to
1.9% among clades. The substitution rates of the viruses varied from 1,2x10™ to 8,2x10"
* s/s/y. The time to most recent common ancestry (TMRCA) of the genotype I, possibly
was among 1849-1945, among 1916-1960 to the genotype II and among 1876-1923 to
the genotype III. The different genetic groups exhibit typical motif of amino acids.
These data could provide information for a better understanding of the evolution of

theses viruses, and even for selection of a candidate vaccine.

Key- word: DENV-3, Phylogenetic analysis, Genetic distance.
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RESUMEN

ALFONSO CASTRO, H. L. Caracterizacion Molecular de dengue tipo 3 aislados en el
Brasil y en el Paraguay. 2010. 105f. Disertacion (Maestria). Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdao Preto, 2010.

El virus de dengue (DENV), pertenece al género Flavivirus de la familia
Flaviviridae, y es considerado la arbovirosis de mayor impacto para la salud publica en
la actualidad. La infeccion con cualquiera de los serotipos (DENV-1, -2, -3, -4) puede
ser asintomatica o causar una enfermedad febril (DF), pudiendo evolucionar a una
forma mas grave, y algunas veces fatales, las cuales se caracterizan por un derrame
capilar y trombocitopenia. La introduccion del DENV-3, genotipo III, en las Américas
coincidid con un aumento del nimero de casos graves de la enfermedad. Este virus
causo una gran epidemia en 2002 en la ciudad de Rio de Janeiro y posteriormente se
disemino en todas las regiones del pais, llegando hasta el Paraguay. Diversos estudios
filogenéticos y evolutivos fueron realizados con el DENV-3 en las Américas, pero
utilizando secuencias gendmicas parciales. En este trabajo tenemos por objetivo analizar
el relacionamiento filogenético y evolutivo de los virus del DENV-3 aislados en el
Brasil y en el Paraguay, analizando las secuencias gendomicas completas. Las secuencias
de los virus aisladas en el Brasil (n=9) y en el Paraguay (n=3) fueron comparadas con
527 secuencias depositadas en el GeneBank. Las 12 cepas virales aisladas en el Brasil y
en el Paraguay pertenecen al grupo americano del genotipo III. Analizando los arboles
filogenéticos de los DENV-3 observamos tres genotipos y diversos linajes, sub-linajes
y clados dentro de cada genotipo. La distancia genética entre los genotipos fue de 7,3 a
7,5%, entre los linajes de 3,2 a 5,3%, entre los sub-linajes 2,5 a 3,2% y entre clados de
1,0 a 1,9%. Las tasas evolutivas de los virus variaron entre 1,2x10™* a 8,2x10™
subs/sitio/ano. El ancestral comin mas reciente del genotipo I, posiblemente habria
surgido entre 1849-1945, el ancestral comun del genotipo II entre 1916-1960 y el
ancestral comun mas reciente del genotipo III entre 1876-1923. Los diferentes grupos
genéticos presentan motif de aminoacidos caracteristicos. Estos datos seran de mucha
utilidad para una mejor caracterizacion de los DENV-3 en futuras epidemias e inclusive,

podria ser utilizado para seleccion de cepas como candidatas para vacunas.

Palabras-claves: DENV-3, Andlisis Filogenético, Divergencia Genética



LISTA DE FIGURAS
Figura 1. Microscopia eletrdnica da particula viral imatura de DENV. 4
Figura 2. Organizacdo estructural do DENV 2
Figura 3. Ciclo de replicagao viral. 8
Figura 4. Imunofluoresncéncia indireta das células C6/36. 16

Figura 5. Esquema das amplifica¢des realizadas para obtencdo de fragmentos sobrepostos que
representam todo o genoma viral. 17

Figura 6. Eletroforese de agarose ao 1% mostrando um exemplo dos seis fragmentos
amplificados que representam todo o genoma viral. 18

Figura 7. Arvore filogenética usando o método de Neighbor-joining com base na sequéncia
completa do genoma de 542 isolados de DENV-3. 25

Figura 8. Arvore filogenética com base na sequéncia gendmica completa de 347 cepas do
genotipo 111 27

Figura 9. Arvore filogenética usando o método de Neighbor-joining com base na sequéncia do
gene da proteina NS4a de 268 isolados de DENV-3 29

Figura 10. Arvore filogenética com base na sequéncia gendmica completa incluindo cepas dos
genotipo [ (n=53) e Il (n=137). 34

Figura 11. Arvore filogenética com base na sequéncia gendmica completa incluindo cepas dos
genotipo III (n=347). 35

v



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Primers utilizados na reagdo de amplificacdo de regides sobrepostas que representam

todo o genoma de DENV3. 17
Tabela 2. Quantidade de DNA para sequenciamento de acordo com tamanho. ------------------- 19
Tabela 3. Primers utilizados para sequenciamento nucleotidico do genoma viral. --------------- 19

Tabela 4: Estimativa da divergéncia evolutiva entre os gendtipos, analisando todo o genoma

viral ou regides especificas do mesmo. 30
Tabela 5. Taxas de substituicdo de nucleotideos (subs/sitio/ano). 31
Tabela 6. Aminoacidos que caracterizam os deferentes genodtipos. 32
Tabela 7. Distancia evolutiva entre os virus das linhagens do gendtipo 1. 36
Tabela 8. Taxas de substituicdo de nucleotideos (subs/sitio/ano) dos diferentes grupos. -------- 36
Tabela 9. Aminoacidos que caracterizam as deferentes linhagens. 37
Tabela 10. Distancia evolutiva entre os virus do genétipo 11 39
Tabela 11. Taxas de substituicdo de nucleotideos (subs/sitio/ano) dos diferentes grupos. ------ 39

Tabela 12. Aminoacidos que caracterizam a deferente linhagem e sub-linhagem dentro do

genotipo 1. 40
Tabela 13. Distancia evolutiva entre os grupos de virus do genotipo III. 41
Tabela 14. Taxas de substituicdo de nucleotideos (subs/sitio/ano) dos diferentes grupos. ----- 42

Tabela 15. Aminoacidos que caracterizam a deferente linhagem e sub-linhagem dentro do
genotipo 111 43




vi

LISTA DE ANEXOS
Anexo 1. Base de dados das sequéncias dos virus DENV-3 coletadas do GenBank. ------------- 56
Anexo 2. [solados idénticos quando analisado o genoma completo. 68
Anexo 3. Isolados idénticos quando analisado o gene da proteina C. 68
Anexo 4. [solados idénticos quando analisado o gene da proteina prM. 69
Anexo 5. Isolados idénticos quando analisado o gene da proteina E. 70
Anexo 6. [solados idénticos quando analisado o gene da proteina NS1. 71
Anexo 7. Isolados idénticos quando analisado o gene da proteina NS2a. 71
Anexo 8. Isolados idénticos quando analisado o gene da proteina NS2b. 72
Anexo 9. Isolados idénticos quando analisado o gene da proteina NS3. 73
Anexo 10. Isolados idénticos quando analisado o gene da proteina NS4a. 74
Anexo 11. Isolados idénticos quando analisado o gene da proteina NS4b. 75
Anexo 12. Isolados idénticos quando analisado o gene da proteina NS5. 76

Anexo 13. Arvore filogenética usando o método de Neighbor-joining com base na sequéncia do
gene da proteina C de 188 isolados de DENV-3. 77

Anexo 14. Arvore filogenética usando o método de Neighbor-joining com base na sequéncia do
gene da proteina prM de 283 isolados de DENV-3. 78

Anexo 15. Arvore filogenética usando o método de Neighbor-joining com base na sequéncia do
gene da proteina E de 424 isolados de DENV-3. 79

Anexo 16. Arvore filogenética usando o método de Neighbor-joining com base na sequéncia do
gene da proteina NS1 de 371 isolados de DENV-3. 80

Anexo 17. Arvore filogenética usando o método de Neighbor-joining com base na sequéncia do
gene da proteina NS2a de 328 isolados de DENV-3. 81

Anexo 18. Arvore filogenética usando o método de Neighbor-joining com base na sequéncia do
gene da proteina NS2b de 233 isolados de DENV-3. 82

Anexo 19. Arvore filogenética usando o método de Neighbor-joining com base na sequéncia do
gene da proteina NS3 de 431 isolados de DENV-3. 83

Anexo 20. Arvore filogenética usando o método de Neighbor-joining com base na sequéncia do
gene da proteina NS4b de 323 isolados de DENV-3. 84

Anexo 21. Arvore filogenética usando o método de Neighbor-joining com base na sequéncia do
gene da NS5 proteina de 464 isolados de DENV-3. 85

Anexo 22. Arvore filogenética usando o método de Neighbor-joining com base na sequéncia do
gene da NS5 proteina de 464 isolados de DENV-3. 86




Anexo 23. Arvore filogenética com base na sequéncia gendmica completa incluindo cepas dos
gendtipo I (n=53) e I (n=137) de DENV-3. 87

Anexo 24. Arvore filogenética com base na sequéncia genémica completa incluindo cepas dos
genotipo III (n=347) isolados de DENV-3. 88

vil



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

DF - (do inglés - dengue fever) febre da dengue classica

DHEF - (do inglés - dengue hemorragic fever) febre hemorragica do dengue
DSS — (do inglés - dengue shock syndrome) sindrome do choque da dengue
DENYV - virus da dengue

RT-PCR - (do inglés — Reverse transcriptase polimerase chain reaction) transcriptase
reversa — reagdo em cadeia polimerase

PCR - (do inglés - polimerase chain reaction) reacdo em cadeia polimerase
RNA — Acido Ribonucléico

c¢DNA — DNA complementar

RE — Reticulo Endoplasmatico

RNCS’ —regido nao codificadora 5’

RNC3’ —regido nao codificadora 3’

ND — Nao determinado

ACMR - idade de surgimento do ancestral comum mais recente

NCBI - National Center for Biotechnology Information

pb — Pares de base.

EUA — Estados Unidos de América

SFB — Soro fetal bovino

PBS - (do inglés Phosphate buffered saline)

ssRNA — Fita simple de RNA.

pr — Precursor

viil



1. Introducdao



1. 1. Doencga

A febre da dengue ¢ uma doenga infecciosa ndo contagiosa, causada pelo virus
da dengue (DENV) e reconhecida como entidade clinica desde 1779 [Siler JF et al.
1926]. O virus foi isolado pela primeira vez em 1943, por Susumo Hotta, durante uma
epidemia ocorrida em Nagasaki, Japao [KIMURA and HOTTA 1944]. O DENV ¢
transmitido ao homem pela picada de mosquitos hematofagos, principalmente o Aedes
aegypti. Outros mosquitos do género Aedes como Aedes albopictus e Aedes africanus
tém sido relacionados como transmissores secundarios na Asia e na Africa,
respectivamente. A dengue apresenta-se em trés formas clinicas principais; doenga
febril indiferenciada, febre classica da dengue (FD) e dengue hemorragica com ou sem
choque (DHF/DSS) [PAHO 1994]. Nos anos seguintes a Segunda Guerra Mundial
iniciou-se uma lenta disseminagdo deste virus, aumentado progressivamente o nimero
de nagdes e pessoas afetadas. Atualmente, a dengue ¢ considerada como a arbovirose
(doenga viral transmitida por artropodes) mais difundida no mundo, ocorrendo em todos
os continentes. Estima-se que 100 milhdes de casos de FD e 250 mil casos de DHF/DSS

ocorram anualmente em todo o mundo [WHO 2009].

1.2. Manifestagoes clinicas
O espectro clinico das infecgdes por DENV pode variar de formas

assintomaticas, passando por sindrome febril viral indiferenciada, FD, at¢ DHF/DSS,
que pode apresentar-se com ou sem choque [PAHO 1994]. A FD apresenta-se como
uma enfermidade aguda febril autolimitada que perdura por aproximadamente 4 a 5
dias. A doenca comeca abruptamente, com febre elevada, dor retro-orbitaria, cefaléia de
grau varidvel, erup¢do maculopapular, dores musculares e articulares. Também, sdo
observados plaquetopenia e fenomenos hemorragicos de grau moderado.

Na DHF/DSS, além dos sintomas iniciais da FD, a plaquetopenia e os
fendmenos hemorrdgicos se intensificam. Entre o segundo e o quarto dia da doenca
pode observar-se sindrome de extravasamento de liquidos para o intersticio,
caracteristico da DHF/DSS, que ocasionam grande diminui¢do de volume plasmatico

intravascular e conseqiiente choque hipovolémico que evoluir a morte.



1.3. Diagnostico
Os métodos sorologicos classicos como inibicdo da hemaglutinacdo (HI),

fixacdo de complemento (CF), ou neutralizacdo (NT) podem ser utilizados para o
diagnostico da infecgdo por dengue. Estes testes sdo realizados com amostras pareadas,
uma colhida no inicio dos sintomas e outra na convalescéncia, sendo considerados
positivos quando o titulo de anticorpos na fase de convalescéncia apresenta um aumento
de quatro ou mais vezes quando comparado com o titulo observado na fase inicial da
doenca. Estes métodos ndo podem ser utilizados para diagnostico precoce da doenga e
ndo sao muito apropriados para estabelecer o sorotipo infectante devido a reagdes
cruzadas, principalmente em pacientes com imunidade heter6loga. Devido a associacao
entre a infeccdo seqiiencial com diferentes sorotipos e DHF/DSS, ¢ importante
distinguir uma infec¢do primaria de uma infec¢do secundaria. A HI é o método mais
utilizado para distinguir entre infec¢do primaria e secundaria. Na infec¢do primaria, os
titulos séricos de anticorpos para DENV nao devem superar 1250 em materiais obtidos
ap6s 7 dias de doenga, enquanto na infeccdo secundaria, os titulos séricos devem ser
maiores ou iguais a 2500 [Shope 1963]. O diagndstico rotineiro de dengue ¢ realizado
por sorologia, principalmente pela detec¢ao de I[gM. O método mais aceito € o ensaio
imunoenzimatico de captura (Mac-ELISA) [Bundo and Igarashi 1985; Nogueira et al.
1992]. A IgM aparece entre o quinto e o sétimo dia apos inicio da febre e comeca a
diminuir depois de 1 a 2 meses; portanto, ndo pode ser utilizado para diagnostico
precoce da doenca.

O padrao ouro para diagnostico especifico de infeccoes por DENV ¢ o
isolamento viral, o qual ¢ realizado utilizando sangue obtido de pacientes que
apresentam uma evolucdo de até 5 dias apos o inicio da febre. Linhagens celulares
continuas de Toxorhynchites amboinensis (TRA-284), Aedes albopictus (C6/36), e
Aedes pseudoscutellaris (AP-61) sao freqiientemente utilizadas para isolamento do virus
[Kuno et al. 1985]. Apods isolamento, os virus sdo identificados e sorotipados,
comumente, por imunofluorescéncia utilizando anticorpos monoclonais sorotipo-
especificos. Embora a amostra clinica ¢ obtida na fase aguda da doenga, o resultado
final da cultura celular pode sair em até 7 dias, impossibilitando o diagnostico precoce.

Para o diagndstico rapido de infecgdes por dengue t€m sido usado a RT-PCR

utilizando iniciadores (primers) sorotipo-especificos e analise dos amplicons em gel de



agarose [de Morais Bronzoni et al. 2005; Deubel et al. 1990]. Porém, este método ¢
muito laborioso, apresenta alto risco de contaminagao cruzada e ¢ de dificil aplicagdo na
rotina. Recentemente, varios protocolos de RT-PCR em tempo real foram
desenvolvidos para diagndstico especifico da infeccdo por DENV [Callahan et al. 2001;
Dos Santos et al. 2008]. A RT-PCR em tempo real ndo requer manipulagdo apos a
amplificacdo, sendo por isso chamado de sistema fechado ou homogéneo. As principais
vantagens deste sistema homogéneo sdo: reducdo do tempo necessario para a realizagao
do teste e baixo risco de contamina¢do com o produto amplificado e possibilidade de
quantificag¢do da carga viral.

Recentemente, tem sido demonstrado que em amostras de soro, durante a fase
aguda da doenga, pode ser detectado o antigeno chamado NS1, uma das glicoproteinas
ndo estruturais do virus altamente conservada e que, durante a fase aguda da infeccgao,
passa a ser expressa na superficie das células infectadas bem como ¢ secretada para a
circulagdo sanguinea podendo ser detectada [ALCON ET AL. 2002; LIBRATY ET AL.
2002].

1.4. Caracteristicas da particula viral
Os DENV pertencem a familia Flaviviridae, género Flavivirus [Westaway et al.

1985]. Sao particulas virais esféricas, com 50 a 60 nm de didmetro (Figura 1)
respectivamente, constituidas por um nucleocapsideo envolto por uma membrana
bilipidica, no qual estdo ancoradas as glicoproteinas de superficiec [Westaway et al.

1985].
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Figura 1. Microscopia eletronica da particula viral imatura de DENV modificadas de YU IM, 2008 [Yu
et al. 2008]. A) imagem da particula viral imatura em diferentes pH. B) Crio-microscopia eletronica da
particula viral imatura.

O genoma consiste de uma fita simples de RNA de polaridade positiva de
aproximadamente 11 kilobases (Figura 2). Este RNA possui a estrutura cap (m’G5'ppp5'
A) no extremo 5’°, mas ndo contem cauda de polyA no extremo 3’. O RNA viral possui
uma unica fase de leitura (open reading frame, ORF), a qual codifica uma grande
poliproteina que € posteriormente clivada por proteases celulares e virais em 3 proteinas
estruturais (C-preM-E) e 7 proteinas ndo estruturais (NSI1-NS2A-NS2B-NS3-NS4A-
NS4B-NS5) (Figura 2) [LINDENBACH et al. 2007; Mukhopadhyay et al. 2005]. Nas
extremidades 5' e 3', flanqueando a ORF, existem regides ndo codificadoras (RNC5’,
RNC3’) com aproximadamente 100 e 400 nucleotidios, respectivamente. Estas regides
possuem sequéncias conservadas e estruturas secundarias de RNA que direcionam os

processos de replicagdo, tradugdo e empacotamento viral [LINDENBACH et al. 2007].
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Figura 2. Organizacdo estrutural do DENV modificadas de PERERA (2008) [Perera and Kuhn 2008]. A)
Estrutura do genoma viral. B) Processamento e clivagens da poliproteina viral.



1.4.1. Caracteristicas das proteinas estruturais e ndo estruturais
A proteina C, de aproximadamente 11 kilodaltons (KDa), ¢ altamente basica. Os

residuos basicos estdo concentrados nas extremidades N e C-terminal, e provavelmente,
atuam em forma cooperativa quanto a ligacao especifica ao RNA gendmico. A regido
central da proteina C possui um dominio hidrofobico que atua na membrana celular e,
também, poderia ter participacdo na montagem do virion. A extremidade N-terminal da
proteina prM (~26 KDa) ¢ gerada no reticulo endoplasmatico (RE) por uma peptidase
sinal do hospedeiro. Durante a saida do virion pela via secretora, a proteina prM ¢é
clivada pela enzima furina residente no trans-Golgi formando a proteina M (~8 KDa), a
qual esta presente no virion maduro e o segmento N-terminal "pr" € secretado no meio
extracelular. A glicoproteina E (~50 KDa) ¢ uma proteina de membrana que contém
dominios transmembrana, adjacentes a extremidade C-terminal, os quais servem para
ancorar esta proteina na membrana e atuam como sequéncias sinal para a translocagdo
de NS1. Esta proteina glicosilada possui o sitio de ligagdo ao receptor celular, e € o
principal alvo dos anticorpos neutralizantes. A glicoproteina NS1 (~46 KDa) existe em
trés formas, associada a célula, na superficie da célula, e em forma extracelular. NS1 ¢
translocada para o lumen do reticulo endoplasmatico (RE) e separada do extremo C-
terminal da proteina E por peptidase sinal. NS1 ¢ separada de NS2A por proteases
celulares residentes no RE. NSI teria participagdo na replicagdo do RNA viral. NS2A
(~22 KDa) ¢ uma proteina hidrofobica de funcdo desconhecida e que € separada da NS1
por proteases do RE. NS1-2A ¢ clivada da NS1 e o C-terminal ¢ gerado por clivagem
da jungao NS2A/2B por serina protease do citoplasma. NS2B (~14 KDa) ¢ uma proteina
de membrana com 2 dominios hidrofobicos os quais rodeiam uma regido hidrofilica

conservada. Esta proteina forma um complexo com NS3, e ¢ um cofator necessario para



a fungdo serina protease de NS3. NS3 ¢ uma proteina citoplasmatica (~70 KDa) que se
associa @ membrana por interagdo com NS2B e possui varias atividades enzimaticas
relativas ao processamento da poliproteina e a replicacio do RNA. NS4A e NS4B (~16
KDa e 27 KDa) sdo proteinas hidrofobicas que estao associadas a membrana. Com base
em sua distribuig¢do subcelular e interacdo com NS1, supde-se que NS4A deva participar
na replicacdo do RNA. NS5 (~103 KDa ) ¢ a maior e mais conservada proteina viral.
Contem seqiiéncias homologas a RNA polimerases dependentes de RNA de outros virus
RNA com polaridade positiva. Dentre estas seqiiéncias homologas destaca-se o motif
Gly-Asp-Asp (GDD). A NS5 também apresenta homologia com meltiltransferases

envolvidas na formag¢ao de cap do RNA [LINDENBACH et al. 2007].

1.5. Ciclo de replicagdo viral
O virus entra em contato com as células através da ligagdo da proteina E aos

receptores da superficie celular. Esta interagdo induz a entrada do virus por endocitose.
Os endossomos que contém as particulas virais fundem-se com os lisossomos, levando a
uma diminui¢do do pH intra-endossémico que promove uma mudanca conformacional
na proteina E, resultando em uma fusdo do envelope viral com a membrana das
vesiculas endossomais e consequentemente, a desmontagem da particula viral e
liberacdo do genoma no citoplasma. Apos a liberagdo do RNA no citoplasma, comega a
tradu¢do e processamento da poliproteina; a replicase viral ¢ montada a partir das
proteinas NS3 e NS5 atuando sobre o RNA viral, provavelmente, auxiliadas por alguns
fatores do hospedeiro. A replicagdo comega com a sintese da fita negativa do RNA
(ssRNA-), a qual serve para a formacao de uma fita dupla de RNA, a partir da qual sao
sintetizadas varias copias de fitas positivas de RNA (ssRNA+). A montagem do virion
acontece em associacdo com membranas do RE. A proteina C junto com o RNA forma
o nucleocapsideo que se liga a porcao citoplasmatica das glicoproteinas virais ancoradas
na membrana do RE, a montagem das particulas virais ocorre por brotamento para o
lumen do RE. Posteriormente, as particulas virais imaturas sdo exportadas para o
complexo de golgi, onde serdo realizadas as modificagdes poOs-traducionais das

glicoproteinas do envelope (glicosilagdo da proteina E e clivagem da proteina prM em



proteinas M e peptideos “pr”), finalizando na libera¢do das particulas virais maduras

pela via exocitica (Figura 3), [LINDENBACH et al. 2007; Mukhopadhyay et al. 2005].
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Figura 3. Ciclo de replicagio viral, modificado de MUKHOPADHYAY, 2005 [Mukhopadhyay et al.
2005].

1.6. Classificacdo dos DENV

Com base em testes de neutralizacdo, os DENV foram classificados em 4
sorotipos imunologicamente distintos: DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4
[Scherer 1968]. Variantes genéticas dentro de cada sorotipo t€ém sido identificadas e
classificadas. Atualmente, sdo conhecidos diversos genotipos dentro de cada sorotipo
viral.

Estudos na década de 70 mostraram a existéncia de variacdo antigénica dentro
dos DENV-3, onde as cepas de Porto Rico foram antigenicamente diferentes as cepas da
Asia [Russell and McCown 1972]. Mais tarde, o método de “RNA fingerprinting” foi
usado para identificagdo do sorotipo viral e para andlises moleculares das variantes
genéticas dentro de cada sorotipo [Repik et al. 1983; Trent et al. 1983]. Varios trabalhos
como analises antigénicas, hibridacdo de cDNA-RNA e digestdo com enzimas de
restricao de produtos de PCR, mostraram a existéncia de variantes genéticas dentro de

cada sorotipo [Kerschner et al. 1986; Vorndam et al. 1994; Vorndam et al. 1994]. Com



o desenvolvimento do seqiienciamento dos acidos nucléicos e os estudos de diversidade
genética foi possivel introduzir a classificagdo em grupos gendmicos ou genodtipos.
Atualmente, sdo conhecidos diversos geno6tipos dentro de cada sorotipo viral. DENV-1
estd constituido por cinco genotipos; o genotipo I estd representado por virus da
América, da Africa e do sudeste da Asia. O gendtipo II inclui isolados da Sri Lanka; o
genotipo 111 esta representado por cepas do Japao; o gendtipo IV inclui cepas do sudeste
da Asia, sul do Pacifico, Australia e México; o gendtipo V esta representado por virus
de Taiwan e Tailandia [Goncalvez et al. 2002; Rico-Hesse 1990]. DENV-2 foi
inicialmente classificado em cinco gendtipos, mas estudos recentes indicaram a
existéncia de um novo gendtipo; assim os seis gendtipos sdo denominados Asia I, Asia
II, Americano, Americano/Asiatico, Cosmopolita e Selvagens [Lewis et al. 1993; Rico-
Hesse 1990; Twiddy et al. 2002]. DENV-3 foi classificado por LANCIOTTI (1994) em
4 subtipos ou gendtipos. O genotipo | estd representado por isolados de Indonesia,
Malésia, Filipinas e algumas ilhas do Pacifico Sul; o genotipo Il compreende virus da
Tailandia; o gendtipo III esta representado por isolados da Sri Lanka; e o genotipo 1V
inclui virus de Porto Rico e Tahiti. WITTKE et al (2002), sugeriram a existéncia de um
quinto gendtipo dentro do DENV-3 que inclui virus das Filipinas e da China. DENV-4
inclui dois gendtipos; o gendtipo I estd representado por isolados das Filipinas,
Tailandia e Sri Lanka; o genotipo II inclui virus da Indonesia, Tahiti, as ilhas do Caribe
(Puerto Rico e Reptblica Dominicana), os paises da América Central e América do Sul
[Lanciotti et al. 1997]. Um terceiro genotipo, representado por virus do ciclo selvagens

foi identificado por WANG et al (2000).

1.7. Epidemiologia de dengue no Brasil
Nos ultimos 20 anos, t€ém ocorrido diversas epidemias de dengue em todas as

regides do Brasil devido a disseminagdo do virus e do vetor transmissor.

A primeira epidemia de dengue no Brasil foi de DENV-1 e comecou numa
cidade vizinha ao Rio de Janeiro em Marg¢o de 1986. No mesmo ano, o virus chegou ao
Rio de Janeiro, e foi o comego de uma epidemia explosiva com 95.000 casos
notificados e aproximadamente 3 milhdes de infectados [Figueiredo et al. 1990;
Schatzmayr et al. 1986]. Esta epidemia chegou aos estados do nordeste e do centro-

oeste do Brasil entre 1986 ¢ 1987 [FUNASA 2002; Vasconcelos et al. 1995]. Entre



1990 e 2002, foram notificados casos de DENV-1, praticamente, em todas as regides do
Brasil [Vasconcelos, et al. 1995].

Em Abril de 1990, comecou a primeira epidemia de DENV-2 na cidade do Rio
de Janeiro [Nogueira et al. 1990]. Nesta epidemia foram notificados 17.000 casos com
2% destes apresentando DHF/DSS. Epidemias de DENV-2 tém sido notificadas em
praticamente todas as regides do Brasil [FUNASA 2002].

DENV-3 foi isolado pela primeira vez em 1999 de um paciente que retornou de
uma viagem a Nicaragua, sugerindo que em breve o virus poderia chegar ao Brasil. Isto
aconteceu em Janeiro de 2001 quando ocorreu o primeiro surto no Rio de Janeiro
[Miagostovich et al. 2002; Nogueira et al. 2001]. Este primeiro surto foi seguido de uma
grave epidemia de dengue registrada no municipio do Rio de Janeiro, tendo seu pico
entre janeiro e fevereiro de 2002. No periodo de 1 de janeiro de 2001 a 22 de junho de
2002 foram notificados 81327 casos de FD e 958 casos de DHF/DSS, sendo que 54
casos foram a obito [Casali et al. 2004]. PASSOS et al (2004) analisando 362 casos de
dengue no Rio de Janeiro durante a epidemia de 2001/2002, com isolamento viral
confirmado laboratorialmente, observaram que a maioria (238 casos) pertencia ao
sorotipo 3, sendo que o sorotipos 1 e 2 foram observados em 62 casos de cada. Nesse
mesmo trabalho os autores observaram que individuos infectados com o DENV-3
apresentaram sintomatologia mais severa, sugerindo maior viruléncia deste sorotipo. A
alta susceptibilidade da populacdo a este novo sorotipo, infec¢des prévias pelo sorotipo
I ou 2 e a viruléncia da cepa podem justificar a dimensdao desta epidemia e sua
gravidade. Apds a epidemia de 2001/2002 o DENV-3 rapidamente se espalhou pelas
regides norte, nordeste e sudeste do Brasil [FUNASA 2002]. O DENV-3 circulante no
Brasil pertence ao gendtipo III [Aquino et al. 2006; Miagostovich et al. 2002].
Entretanto, estudos recentes t€ém indicado a circulag¢do de virus pertencentes ao gendtipo
I, Asiatico [Aquino et al. 2009; Barcelos Figueiredo et al. 2008; Vilela et al. 2010].
Segundo dados recebidos até¢ 22 de janeiro de 2010 pela Secretaria de Vigilancia em
Satide do Ministério da Saude (SVS/MS), em 2009 foram registrados 529.237 casos
suspeitos de dengue, com 2.271 casos foram confirmados e 298 dbitos [SVS/MS 2009].
Em 2010, segundo dados epidemioldgicos recebidos até julho, foram notificados
942.153 casos suspeitos de dengue. Desse total, 482.284 (51,2%) ja foram confirmados,
153.098 (16,2%) foram descartados e 306.771 (32,6%) permanecem em investigacao,
sendo que 367 foram a oObitos. Segundo a SVS/MS, houve um aumento de 158,7% no

numero de casos quando comparado com o mesmo periodo de 2009 [SVS/MS 2010].



O sorotipo 3 do virus da dengue predominou na grande maioria dos estados do
Brasil entre 2002 e 2006. No periodo entre 2007 e 2009, observamos uma alteragdo no
sorotipo predominante, com a substituicio do DENV-3 pelo DENV-2. Essa alteracdo
levou a ocorréncia de epidemias em diversas unidades federadas, com um deslocamento
de casos graves para menores de 15 anos. Em 2009 foi novamente re-introduzido o
sorotipo DENV-1 e passando a ser o sorotipo predominante nos estados de Roraima,
Mato Grosso do Sul e Piaui [SVS/MS 2009]. Ja em 2010 e possivel observar uma co-
circulacao de trés sorotipos DENV-1, DENV-2 e DENV-3 [SVS/MS 2010]. (SVS/MS-
2010). Ainda, no més de agosto de 2010 o Ministério da Satde confirmou a circulagao

do DENV-4 em Roraima, Brasil [SVS/MS 2010].

1.8. Justificativa
Estudos recentes tém sugerido que o aumento de casos de DHF/DSS teria

relagdo com o aparecimento de uma variante do gendtipo III de DENV-3, a mesma que
esta circulando no Brasil [Messer et al. 2003]. Apos sua introdugdo nas Ameéricas, o
genotipo 1II do DENV-3, disseminou-se rapidamente pela América latina e o Caribe
[Aquino et al. 2006]. Atualmente, todas as analises filogenéticas e evolutivas realizadas
com o geno6tipo III (americano) do DENV-3 foram utilizando sequéncias gendmicas
parciais [Amarilla et al. 2009; Aquino et al. 2009]. Assim, o sequénciamento completo
do genoma viral permitird uma melhor compressdo dos processos evolutivos e

migratorios destes virus.
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2. Objetivos



% Gerais
[ )

Caracterizagdao molecular de DENV-3 isolados no Brasil e no Paraguai.

Analises filogenéticas e evolutivas destes virus.

+» Especificos

Sequenciar completamente os genomas virais.

Comparar as sequéncias gendmicas com outros DENV-3 isolados a nivel
mundial e realizar as analises filogenéticas.

Calcular a distancia/divergéncia evolutiva entre os grupos genéticos.
Determinar a taxa de substituicdo de cada grupo genético.

Identificar motif de aminoacidos caracteristicos de cada grupo genético.
Determinar a provavel idade do ancestral comum mais recente de cada

grupo genético.
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3. Materiais e Metodos



3.1. Virus

As cepas analisadas foram selecionadas com base na sua localizagdo nas arvores
filogenéticas construidas com as sequéncias do gene da proteina E e da RNC3’como
descrito anteriormente [Aquino et al. 2006]. Assim, foram incluidas no estudo as cepas
brasileiras D3/BR/BV4/02 ¢ D3/BR/BR8/04 que teriam sido introduzidas pelo norte do
pais; também foram incluidas as cepas D3/BR/PV1/03, D3/BR/CU6/02,
D3/BR/MR9/03, D3/BR/SL3/02 que representam isolados de diferentes regides do
Brasil; e as cepas paraguaias D3PY/AS10/03, D3PY/AS12/02, D3PY/SUS/03 e
D3PY/PJ4/03, representando diferentes agrupamentos nas darvores mencionadas
anteriormente. Também foram incluidas no estudo novas cepas isoladas de Ribeirdao
Preto em 2007 e 2009 (D3BR/ACN/07, D3BR/AL95/09). Todas as cepas virais
encontram-se estocadas no Centro de Pesquisa em Virologia da Faculdade de Medicina

de Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo Paulo (CPV-FMRP-USP).

3.2. Amplificacdo viral

Um tapete celular confluente de células C6/36 contido em um frasco de 25 cm?
foi infectado com cada um dos virus selecionados, posteriormente foram adicionados 5
ml de meio L15 (Cultilab, Brasil) suplementado com 2% SFB e mantido em estufa por
7 dias. O fluido da cultura celular foi transferido para um tubo de 15 ml e centrifugado a
850g por 5 minutos; o sobrenadante foi aliquotado e congelado a -80°C com 20% de
soro fetal bovino (SFB) até o uso. Os virus utilizados foram passados em cultura celular
até 4 vezes.

A presenga do virus foi confirmada por imunofluorescéncia indirecta; para isto,
uma monocamada células infectada apds o sétimo dia da infec¢do foi fixada sobre
laminas utilizando acetona gelada 100%, por 10 minutos, seguidamente as células
fixadas, foram incubadas com 20ul de anticorpos primarios (diluigdo de 1/1000) por 30
minutos a 37°C e posteriormente foram lavadas 3 vezes com PBS 1x. O anticorpo
primario utilizado foi extraido de um fluido ascitico hiperimune de camundongo
(MIAF). Apods a marcagdo do antigeno viral com o MIAF, foram reveladas utilizando
20ul de um anticorpo secundario (1/256) anti-IgG de camundongo produzidos em
coelho, conjugado com FITC (Sigma, EUA) e incubadas por 1 hora a 37°C, e

posteriormente lavadas 3 vezes com PBS 1x. O anticorpo primario foi diluida uma
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solucdo contendo um tampao de bloqueio (3% de SFB diluidas em PBS 1x) e o
anticorpo secundario foi diluida numa solugdo contendo Azul de Evans (1/20.000,
diluidas em tampao de bloqueio). Finalmente as laminas foram visualizadas ao

microscopio oOtico (Figura 4).

A

Figura 4. Imunofluoresncéncia indireta das células C6/36 ndo infectadas (A), infectadas com 4 cepa
BR/ACN/07 de DENV-3 (Terceira passagem).

3.3. Extracdo do RNA viral
O RNA viral foi purificado a partir de 140 ul do sobrenadante da cultura de

C6/36 utilizando o QIAamp Viral RNA Kit (QIAGEN, Alemanha), seguindo protocolo

recomendado pelo fabricante. O RNA viral foi suspenso em 80 ul do tampao de eluigdo.

3.4. Amplificacdo do genoma viral
3.4.1. Sintese de cDNA

A mistura da reacdo para a sintese de cDNA (volume total de 40 ul) continha: 24
ul de RNA, 200 ng de random primers (Invitrogen, EUA), 0,25 mM de dNTP
(Invitrogen, EUA), 80 U de inibidor de RNAse (RNAseOUT, Invitrogen, EUA), 400 U
da Transcriptase Reversa M-MLV (USB, EUA) e 8ul de tampao 5X (250mM Tris-HCL
[pH 8,3], 375mM KCl, 15mM MgCI2). A mistura foi incubada a 25°C por 10 minutos,
seguida de uma incubag¢do a 37°C, por 4 horas e finalmente 5 minutos a 85°C.
Posteriormente, 0 cDNA foi tratado com 1U RNAse H (GIBCO, EUA) a 37°C por 30

minutos e estocado a -20°C até o uso.



3.4.2 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Os primers utilizados nas reagdes de PCR para amplificacdo de todo o genoma
viral foram desenhadas com base na cepa D3BR/RP1/03 (GeneBank: EF643017)
sequenciada anteriormente pela aluna GONCALVES P.F. (2007) (Tabela 1) [Gongalves
2007]. Seis regioes sobrepostas representado todo o genoma viral foram amplificados

como indicado no esquema da Figura 5 e 6.

Tabela 1. Primers utilizados na reagdo de amplificacdo de regides sobrepostas que representam

todo o genoma de DENV3.

Nro. Primers  Segqiiéncia (5-3°) Posi¢do no genoma

1 RNC5’-S AGTTGTTAGTCTACGTGGACCGA 1-23

2 ECD3 CCGCACACTCCATTCTCCCAA 2580 —2601

3 NS1S GGGGTGTGTCATAAACTGGAAA 2435 - 2457
4 NS1CD3 ACGCCCATCCCCATTCTGTC 3665 — 3685
5 D3/3385S GGGAGAAGACGGTTGCTGGTATGGC 3385 —-3409
6 D3/5880C GCCAACTCTCCCTCTCCTTTGCG 5903 — 5880
7 D3/57308S GGGACTTCGTGGTGACAACTGACAT 5730 - 5755
8 D3/6734C GGGGGGTTCTCTGCTTTTCTGGTTC 6734 — 6758
9 D3/65918 CAGGTAAAGGGATTGGAAAGACT 6591 — 6614
10 D3/8198C CAGTACATTTCGTGCGTGGAGTT 8198 — 8176
11 D3/81508 CTACAAAGGAAACATGGAGGAAT 8150 - 8173
12 RNC3-C AGAACCTGTTGATTCAACAGCACC 10684-10707

1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000 10000 10707

JCTETETETED CINIRTRTED CINTRTRTRD CININTATED CIRTRTRTRD CRRTRTRTND CURTATATND CTRTATAIND CURTATAURD CURTATATED ATRTAT,

1 10707

°1 2601
6591 8198
(2601pb) ° [@607pb)
(166pb) (171pb) (48pb)
3685 5730 8150 10707
°2435 (1250pb) o (1028pb) 6758 c (2557pb)
(300pb) (171pb)

3385 (2516pb) 5901

Figura 5. Esquema das amplificagdes realizadas para obtengcdo de fragmentos sobrepostos que
representam todo o genoma viral. Para amplificagdo dos diferentes fragmentos, os seguintes pares de
primers foram utilizados: RNC5’S — ECD3 (a), NS1S — NS1CD3 (b), 3385S — 5880C (c), 5730S —
6734C (d), 6591S — 8198C (e), 8150S — RNC3’C (f). O esquema indica o tamanho de cada fragmento e a
regido de sobreposigao.

A mistura da PCR, em um volume final de 50 ul, continha 1 ul de cDNA, 0,2

mM de ANTP, 0,3 uM dos primers sense) e complementar, 1,5 U de enzima Platinum®
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Taq DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen, EUA), Sul do tampao 10X (600mM
Tris SO4 [pH=8.9], 180mM NHy4 SO4) préprio para cada enzima ¢ 2mM de MgSO4. A
amplificacio foi realizada utilizando o termociclador MyCycler™ Thermal Cycler
(BIO-RAD, EUA). A mistura de reagdo foi aquecida a 94°C por 2 minutos seguida de
45 ciclos de amplificagdo: 94°C por 30 segundos, 56°C por 1 minuto, e 68°C por 5
minuto e finalizando a reagdo com uma extensio final a 68°C por 7 minutos. Uma
aliquota de 10ul do produto de amplificacdo foi submetida a eletroforese em gel de
agarose ao 1%, o gel foi corado com brometo de etideo e as bandas de amplificagdo
foram visualizadas com luz UV. Aqueles que apresentavam um produto de amplificagdo

de tamanho esperado foram reamplificados em quadruplicata.

23.130 pb
9.416 pb
6.557 pb
4361 pb
S 2.500 pb
DLz P
1.368 pb
1.000 pb 1.004 pb

Figura 6. Eletroforese de agarose ao 1% mostrando um exemplo dos seis fragmentos amplificados que
representam todo o genoma viral (D3/BR/ACN/07). Marcador de peso molecular AHind III (coluna 1),
marcador de 100pb (coluna 2) e os fragmentos obtidos utilizando os primers RNC5’S — ECD3 (coluna
3), NS1S — NS1CD3 (coluna 4), 3385S — 5880C (coluna 5), 5730S — 6734C (coluna 6), 6591S — 8198C
(coluna 7) e 8150S — RNC3’C (coluna 8).

3.4.3. Purificacdo do produto da PCR

Os produtos amplificados (200ul) foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose e purificados utilizando o QI4quick Gel Extraction Kit (Qiagen”®, Alemanha),
seguindo as especifica¢des do fabricante. O produto purificado foi eluido com 30ul de
agua livre de DNase/RNase. Apods a purificagdo, Sul das amostras foi submetidas a
eletroforese em gel de agarose a 1% e visualizados a luz ultravioleta apos coloragdo
com brometo de etidio para a confirmagdo da purificagdo. Posteriormente cada produto

purificado foi quantificado usando o biofotometro (Eppendorf, EUA).
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Tabela 2. Quantidade de DNA para sequenciamento de acordo com tamanho.

Tamho do amplicon Quantidade
100 —200 pb 1-3ng
200 - 500 pb 3-10ng
500 — 1000 pb 5-20ng
1000 — 2000 pb 10-40ng
> 2000 pb 20 —-50 ng

3.5. Sequenciamento nucleotidico

Os primers para sequenciamento foram desenhados com base sequéncia do

isolado D3BR/RP1/03 (EF643017) (Tabela 1 e 3). A reacdo de sequenciamento foi

otimizada para um volume final de 10 ul, contendo: 1ul de Big Dye (ABI PRISM

BigDye Teminator v3.1 Cycle Sequencing kit [Applied Biosystems, EUA]), 2ul do

tampao 5x, lul de primer (10 uM), e a quantidade de DNA utilizada para cada reagao

foi dependente do tamanho do amplicon utilizando a relacdo mostrada na Tabela 2. A

mistura de reacdo foi primeiramente aquecida a 96°C por 1 minuto, seguida por 35

ciclos de: 96°C por 10 segundos, 50°C por 20 segundos, 60°C por 2 minutos. A reagao

de sequénciamento foi resolvida usando o sequenciador automatico ABI 3130 (Applied

Biosystems, EUA). Os eletroferogramas foram analisados com os programas MEGA

4.0 e BioEdit v.7.0.9 para montagem das sequéncias consenso (contig) [Hall 1999;

Tamura et al. 2007].

Tabela 3. Primers utilizados para sequenciamento nucleotidico do genoma viral.
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Nome dos primers

Seqiiéncias

Posi¢do no genoma/Orientagao

D3/430-452
ESD3
ESD3P1
ECD3P1
D3/3864-3888
D3/4772-4496C
D3/4535-4558S
D3/5308S
D3/5378-5400
D3/7551-7574
D3/6781-6804
D3/7672-7696C
D3/9518-9540
D3/8304-8327

ACTTGCTTTCCACTTGACTTCAC
CCGCACACTCCATTCTCCCAA
GAGGAGCAGGACCAGAACTACG
ACACCACCCACTGATCCAAA
GGCTCTTAAACTGATAACACAAT
CTCCTCCCCCTTTTGCCATTGTGC

CC AGC CCC CCA GAG ACA CAG AAA
GGGACTTCGTGGTGACAACTGACAT
GCTATACTGGCTGGGTCTGTGAA
GAACAGGAAAAAGAGGAACAGGC
CGTGATAGGCATACTTACATTGG
CCCTTCTTT GGC TTC TGT TCT ATC C
CCATTCTTTTTAACCTCTCCAC
GAAGACCCACCATTGAGAAAGAT

430 sense

845 sense

1184 sense

2211 complementar
3865 sense

4797 complementar
4535 sense

5308 sense

5400 complementar
7551 sense

6781 sense

7697 complementar
9540 complementar
8304 sense



D3/8889 -8914 CTGGGCAAGTGTGGAAGCTGTGT 8891 sense
D3/9795-9818 CGGGATGGAGCCTTAGAGAAACC 9795 sense
RNC3D3P1 GCC TGA CTTCTT CTT TTA 10378 complementar
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3.6. Andlises filogenéticas e evolutivas

3.6.1. Montagem de uma base de dados com sequéncias de DENV-3
Para a realizacdo das andlises filogenéticas, uma base de dados foi montada

contendo sequéncias que representam o genoma completo de DENV-3, as quais foram
coletadas do GenBank via a pagina na internet do National Center for Biotechnology
Information (NCBI). Também foram incluidas uma sequéncia dos DENV-1, DENV-2 ¢
DENV-4. O banco de dados contém as seguintes informagdes: cddigo de acesso ao
GenBank, nome da cepa, pais de origem, ano de isolamento e referéncia bibliografica.
Foram obtidas do GenBank 563 sequéncias de DENV-3 indicadas como completas até
27 de margo de 2010 (Anexo 1). Entretanto, varias destas sequéncias ndo continham os
primeiros 39 e os ultimos 135 nucleotideos. Portanto, para utilizar o maior numero
possivel de sequéncias, os primeiros 39 e os ultimos 135 nucleotideos das outras
sequéncias foram deletadas, mantendo assim o mesmo numero de nucleotideos para
todas a sequéncias utilizando o programa BioEdit v.7.0.9 [Hall 1999]. As sequéncias
idénticas (n=23), mutantes (n=6) e clones o vetores (n=4) foram excluidos, resultando
assim em um total de 527 sequéncias disponiveis para as analises filogenéticas (Anexo
2). Para realizar as analises correspondentes a cada gene de forma individual (C, prM,
E, NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4b e NS5), bases de dados individuais foram montadas
contendo a os mesmos 527 virus mencionados acima. Novamente em cada base de

dados de cada gene, as sequéncias idénticas foram excluidas (Anexo 3-12).

3.6.2. Anadalise Filogenética
Um total de 527 sequéncias completas globais de DENV-3 foi comparado com

12 novas sequéncias realizadas neste estudo, também foi incluida uma sequéncia
correspondente aos DENV-1, DENV-2 e DENV-4, resultando em 542 sequéncias que
foram alinhadas. O alinhamento das sequéncias foi realizado usando o programa
CLUSTAL X 2.05 [Larkin et al. 2007]. Posteriormente as sequéncias foram analisadas
usando o programa DAMBE 5.2.6 para excluir as idénticas [Xia and Xie 2001]. Para

construir as arvores filogenética foram utilizados dois métodos: o método de distancias



Neighbor-Joining (NJ) o método de inferéncias Baysianas (IB). Para a realizagdo do
método de Neighbor-Joining (NJ), primeiramente as sequéncias foram analisadas
usando o programa Modeltest 3.7. macX, para identificar o melhor modelo de
substituicdo de nucleotideos [Posada 2006]. O programa Modeltest implementa trés
critérios estadisticos: o critério hLRT (hierarchical likelihood ratio tests), o AIC
(Akaike Information Criterion) e o critério BIC (Bayesian Information Criterion) para
escolher o melhor modelo de substituicdo de nucleotideos. O critério que foi utilizado
para realizar todas as analises filogenéticas foi o de hLRT e o melhor modelo de
substituicdo para as sequéncias foi de TAMURA & NEI (1993) (TrN). As analises
foram realizadas usando o método de NJ disponiveis no programa PAUP* 4.0 b10
[Swofford 1998]. Todas as andlises filogenéticas foram estatisticamente apoiadas pelo
método de bootstrap usando 1000 replicas.

Para a realizagdo do método de IB, primeiramente as sequéncias foram
analisadas usando o programa MrModeltest2.3 para a versao Mac OS X 10.4.11 para
identificar o melhor modelo de substituicdo de nucleotideos [Nylander and JAA 2004].
O programa MrModeltest implementa dois critérios estadisticos: o hLRT (hierarchical
likelihood ratio tests) e o AIC (Akaike Information Criterion) para escolher o melhor
modelo de substituicdo de nucleotideos. O critério que foi utilizado para realizar todas
as andlises filogenéticas foi o de hLRT e o melhor modelo de substituicdo para as
sequéncias foi de o GTR (General Time Reversible) [Nylander and JAA 2004]. As
inferéncias bayesianas foram realizadas usando o programas MrBayes 3.1.2, baseadas
no critério AIC e foram realizando cinco corridas de 4 cadeias cada uma, gerando um
total de 1.5 x 10° geragdes, (excluindo primeiras 275 mil arvores de cada corrida)
[Ronquist and Huelsenbeck 2003]. Todas as analises filogenéticas foram
estatisticamente apoiadas calculando a probabilidade a posteriori ou valores de

credibilidade dos clados expressos em porcentagem.

3.6.3. Anadalise de Distincia ou divergéncia evolutiva

Para determinar as distancias genéticas entre populagdes, primeiramente foram
construidas arvores filogenéticas com base na sequéncia de todo o genoma ou de cada
gene para identificagdo dos diferentes grupos genéticos (Anexo 13-21). Posteriormente,
a sequéncia dos virus de cada genotipo foi analisada no programa DAMBE 5.2.6 para

excluir as idénticas [Xia and Xie 2001]. Seguidamente, o nimero de substituicdes de
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nucleotideos entre as sequéncias dos grupos foram calculadas usando como modelo de
substituicdo como descrito por TAMURA & NEI (1993) com correcao gamma (G=1.2).
Todas as analises de distancia foram estatisticamente apoiadas pelo método de

bootstrap usando 1000 replicas usando o programa MEGA 5 [Kumar et al. 2008].

3.6.4. Taxa evolutiva e tempo de divergéncia
A taxa de mudancas evolutivas (substituicdo de nucleotideos) e o tempo de

divergéncia (estimativa da idade do ancestral comum mais recente, ACMR) foram
estimados utilizando o algoritmo de Markov Chain Monte Carlo (MCMC), o qual
utiliza inferéncias bayesianas, utilizando os programas implementadas no BEAST
v1.5.4 [Lemey et al. 2009]. Para todos os conjuntos de dados foram utilizados os
modelos de relogio molecular estrito e relaxado (o primeiro assume as taxas de
substituigdes entre os ramos iguais € o segundo assume as taxas de substituigdes entre
os ramos diferentes) e o modelo demografico de tamanho populacional constante,
assumindo o modelo de substituicio de nucleotideos GTR+G+I (General Time
Reversible) [Drummond et al. 2006; Rodriguez et al. 1990]. A média dos valores

obtidos possui um intervalo de confianca de 95%.

3.7. Identificacdo de motif de aminodcidos
Para identificagcdo dos motif de aminoacidos, as sequéncias nucleotidicas de cada

grupo genético, as regides codificadoras foram alinhadas e traduzidas em aminoacidos
utilizando o programa MEGA 5 [Kumar et al. 2008]. O alinhamento de aminoacidos foi
analisado manualmente para identificagdo dos motif, os quais foram definidos como as

substituigdes de aminoacidos presentes em pelo menos 90% dos membros do grupo.
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4. Resultados



4.1. Sequenciamento do genoma e andlises filogenética dos virus isolados
no Brasil e no Paraguai

A sequéncia completa dos 12 genomas virais foi obtida por amplificacdo e
sequenciamento de seis fragmentos com regides sobrepostas (Figura 5, 6). Para
obtencdo da sequéncia consenso, os 30 nucleotideos das extremidades 5’ e 3’ de cada
fragmento foram excluidos, desconsiderando assim a sequéncia dos primers utilizados
na amplificacdo dos mesmos. Entretanto, as sequéncias das extremidades 5" e 3" do
genoma viral representam a sequéncia dos primers utilizados para amplificacdo dessas
regioes. Todos os virus analisados apresentaram um genoma de 10707 nucleotideos,
com excecao da cepa D3BR/MR9/2003 que apresentou uma delecao de 8 nucleotideos
entre as posi¢des 10278 ao 10285 correspondente a RNC3’ do genoma viral. Para
verificar se estas delecdes somente acomtecem no nosso isolado, foram analizadas o
alinhamento geral de todos as sequéncias coletadas do GeneBank. Este alinhamento
possibilitou identificar uma regido na RNC3’ (10265-10288) onde varias cepas virais de
diferentes genotipos possuem delecdes (Anexo 22).

A sequéncia completa do genoma das 12 cepas analisadas foram alinhadas com
527 sequéncias de DENV-3 isolados entre 1956-2009 e depositadas no GenBank. Com
base nesse alinhamento foi construida uma darvore filogenética que mostra,
topologicamente, a existéncia de trés grupos genéticos ou genotipos (I, II e III),
apoiados por valores de bootstrap superiores a 95% (Figura 7). As 12 cepas descritas
neste estudo se agrupam dentro do genoétipo III, juntamente com virus isolados nas

Américas.
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¢ Genoétipo I

> Genotipo 11

Genotipo 111

- 10 changes

Figura 7. Arvore filogenética usando o método de Neighbor-joining com base na sequéncia completa do
genoma de 542 isolados de DENV-3. Cepas representativas de DENV-1, 2 e 4 foram utilizados como
grupo externo. O tamanho dos ramos € proporcional a percentagem de divergéncia. O melhor modelo
evolutivo de substituicdo de nucleotideos foi de Tamura Nei (TrN+G+I) com corre¢cdo gamma (G) de
1.3564 e proporgao de sitios invaridveis (I) de 0.5124. As analises foram apoiadas utilizando o teste
estatistico de bootstrap de 1000 replicas e os valores estdo indicados nos principais ramos.
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Para realizar uma melhor andlise do relacionamento filogenético dos virus
isolados no Brasil e no Paraguai, foi construida outra arvore filogenética utilizando
analise bayesiana e incluindo apenas virus do geno6tipo III (Figura 8). As 12 cepas
descritas neste estudo se agrupam juntamente com virus isolados nas Américas, os quais
formam dos ramos diferentes, que denominamos de A e B (Figura 8). Os virus deste
estudo se encontram no grupo A, formando dois grupos monofiléticos distintos. As
cepas BR/BV4/02 isolada em Boa Vista, RR, ¢ BR/BR8/04 isolada em Belém, PA,
estdo agrupadas com virus isolados nas ilhas do Caribe (Martinica, Trinidad e Tobago,
Santa Lucia, Anguilla, Puerto Rico) e da regido norte da América do sul (Guyana
Francesa, Venezuela, Peru e Equador); enquanto que as cepas D3/BR/PV1/03,
D3/BR/CU6/02, D3/BR/MR9/03, D3/BR/SL3/02,D3PY/AS10/03, D3PY/AS12/02,
D3PY/SUS/03 e D3PY/PJ4/03, D3BR/ACN/07, D3BR/AL95/09 estao agrupadas com

outros virus isolados no Brasil.
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Figura 8. Arvore filogenética com base na sequéncia gendmica completa de 347 cepas do gendtipo III. A arvore
filogenética foi construida usando analise bayesiana implementada no programa MrBayes 3.1.2. As
probabilidades a posteriori estdo indicadas nos principais ramos. Duas sequéncias de virus do gendtipo I e duas
do gendtipo Il foram incluidas como grupos externos. O modelo de substitui¢do utilizado foi de GTR+G+I
(General Time Reversible) com correcdo gamma (G= 0.3678) e propor¢do de sitios invariaveis (I= 0.9908),

usando o critério Akaike’s Information Criterion (AIC). Foram realizadas 5 corridas de 4 cadeias, totalizando
1.5x10° geracdes.
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4.2. Caracterizacdo evolutiva dos gendtipos de DENV-3

4.2.1. Analises filogenéticas

Para identificar qual ou quais as regides gendmicas determinam a segregagao
dos virus nos genotipos I, II e III, diversas andlises filogenéticas foram realizadas
utilizando, individualmente, a sequéncia correspondente a cada gene viral. Assim, 10
arvores filogenéticas foram construidas utilizando a sequéncia do gene das proteinas C,
prM, E, NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b e NS5 (Anexos 13-21). As regides nao
codificadoras 5’ € 3’ ndo foram analisadas por serem regides com sequéncias altamente
conservadas entre os gendtipos. Topologicamente, todas as arvores filogenéticas
apresentaram os mesmos trés grupos genéticos observados na arvore baseada na
sequéncia gendmica completa indicada na Figura 7. Entretanto, a arvore construida com
base na sequéncia do gene da proteina NS4a mostra que a cepa CH-80/2, e portanto os
virus com sequéncias idénticas M93130 e BR/RO1/02, encontram-se agrupados com
virus do genoétipo I e ndo com virus do genoétipo I, como observado em todas as outras
arvores filogenéticas (Figura 9). Portanto, muta¢des em todos os genes influenciam na

segregacao dos DENV-3 em gendtipos.



Genétipo 111

Gen—fipo ITI

Genétipo 1
Cepa CH/02/80 corresponde
ao gen o6tipo I, mas encontra -
se agrupado com virus do
gen 6tipo 11
Gendétipo 11
Gen—fipo II

|-

Figura 9. Arvore filogenética usando o método de Neighbor-joining com base na sequéncia do gene da
proteina NS4a de 268 isolados de DENV-3. Cepas representativas de DENV-1, 2 e 4 foram utilizados
como grupo externo. O tamanho dos ramos € proporcional a percentagem de divergéncia. O melhor
modelo evolutivo de substituicdo de nucleotideos foi de Tamura Nei (TrN+G) com corre¢do gamma (G)
de 1.2. As analises foram apoiadas utilizando o teste estatistico de bootstrap de 1000 replicas e os valores
estdo indicados nos principais ramos.
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4.2.2. Distdncia ou divergéncia evolutiva entre os genotipos

Para determinar a distancia evolutiva entre os diferentes genotipos, o nimero de
substitui¢des de nucleotideos entre as sequéncias dos virus de cada genotipo foram

calculados analisando todo o genoma ou os diferentes genes (Tabela 4).

Tabela 4: Estimativa da divergéncia evolutiva entre os genotipos, analisando todo o

genoma viral ou regides especificas do mesmo.
Todo o genoma

C PrM E NS1 NS2a NS2b NS3 NS4a NS4b NS5
Genotipos 40-10575

Ivs II 7,4 4,7 84 83 78 104 7,1 8 10,5 63 69
IVS III 7,6 58 62 84 7.8 99 69 79 94 7,3 78
II'vsS 111 7,5 51 63 88 74 99 6,6 7,7 88 75 12

A divergéncia entre os genoétipos variou de 7,4 a 7,6 %, quando analisada a
sequéncia correspondente a todo o genoma viral. Entretanto, analisando as regides
codificadoras das proteinas virais, observamos uma divergéncia de 4,7 a 10,5%. A
menor divergéncia foi observada no gene da proteina C e a maior, nos genes das

proteinas NS2a e NS4a.

4.2.3. Taxas evolutivas e tempo de divergéncia dos genotipos

As taxas de mudancas evolutivas (substituicdo de nucleotideos/sitio/ano) e os
tempos de divergéncia (idade de surgimento do ancestral comum mais recente, ACMR)
para cada genotipo foram estimados analisando todo o genoma viral ou regides génicas

individuais (Tabela 5).
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Tabela 5. Taxas de substitui¢do de nucleotideos por sitio € ano (subs/sitio/ano), entre os
genotipos, analisando todo o genoma viral ou regides especificas do mesmo.

Genétipo I Genétipo 11 Genétipo 111
Genoma
Estrito Relaxado Estrito Relaxado Estrito Relaxado

Total 2.0x10* (1.7x10* = 2.3x10%)  8.2x107 (6.0x107- 1.0x107)  1.7x10™ (1.4x10™- 1.9x10™)  6.2x10° (3.2x10-8.6x10™)  1.2x10* (1.1x10*- 1.3x10™")  2.4x10™* (1.2x10™* - 3.2x10°)
C 1.5x107 (8.7x10™ - 22x107)  1.4x107 (7.8x107 - 2.1x107)  1.5x107(9.4x107 - 2.2x107)  1.5x107 (8.8x10™ — 2.0x10%)  1.0x107(7.3x10™ - 1.3x107)  1.7x10*(1.3x10* - 2.2x10™)
prM 8.0x107(5.6x10% - 1.0x107)  1.5x107(1.2x10™ - 1.9x10™)  1.5x107 (1.0x107 - 1.9x107)  2.0x107(1.5x10° - 2.5x107)  9.3x10*(7.1x10* - 1.1x10%)  9.1x107*(7.1x10” - 1.1x107)
E 4.8x107(3.8x107 - 5.8x10%)  1.2x107(8.6x107 - 1.4x107)  6.4x107*(5.0x10* - 7.9x107)  1.2x107(9.1x10™ - 1.4x10%)  1.4x107 (1.2x107 - 1.5x107)  1.4x107(1.2x10” - 1.6x10°)
NS1 8.4x107(6.2x10° — 1.0x10%)  83x107(6.1x10™ - 1.0x10”)  8.0x107(6.3x10™ - 9.9x10™)  8.0x107(6.4x10" ~9.7x10™)  6.7x107(5.6x10™ - 8.0x10¥) ~ 8.0x107(6.5x10 — 9.5x10™)
NS2A 9.5x10*(7.0x10* = 1.2x107)  1.9x107(1.4x107 - 2.3x107)  1.1x107(8.4x107 - 1.4x107)  1.5x107(1.1x10” - 1.8x107)  3.7x10*(2.7x10* - 4.6x10%)  3.5x107*(2.7x10" — 4.2x10™)
NS2B 9.1x107*(6.1x10* — 1.2x107)  1.4x107(9.4x10™ - 1.8x107)  1.5x107(1.0x107 - 2.0x107)  1.4x107 (1.0x10” — 1.9x10%)  1.4x107(9.8x10™* - 1.8x10%)  1.3x107(9.8x10* — 1.8x107)
NS3 4.0x107°(3.2x107 —4.8x10%)  1.0x107(7.9x107 - 1.2x107)  5.6x107*(4.2x10" - 6.9x107)  5.6x107(4.4x10” - 6.9x10%)  4.0x107(3.3x10™ - 4.7x10™)  3.9x107(3.3x10* - 4.5x10)
NS4A 2.0x107(1.3x10° = 2.7x107)  2.0x107 (1.3x107 - 2.6x107)  1.6x107 (1.1x107 - 2.2x107)  1.6x107(1.1x107 - 2.1x107)  L1x107(8.1x10* - 1.4x10%)  1.1x107(7.8x10™ - 1.3x107)
NS4B 6.5x107 (4.6x10° ~ 8.2x10%)  1.4x107 (1.0x10” - 1.8x10”)  1.0x107(7.9x10™ - 1.3x107)  1.2x107(9.2x10" — 1.5x107)  7.0x107(5.6x10™ - 8.5x10%)  7.0x107*(5.6x10™ — 8.3x10™)
NS5 3.4x10°(2.8x10% - 4.0x10™)  9.8x107(7.7x10™ - 1.2x107)  4.5x107(3.7x10™ - 5.4x10™)  1.0x107(9.0x10* - 1.2x107)  2.8x10*(2.4x10* - 3.1x10%)  5.6x107*(4.9x10" - 6.3x10™)

* Os resultados mostram a media da taxa de substitui¢do e entre paréntese o intervalo de confianga.

A Tabela 5 mostra que os diferentes genétipos de DENV-3 sofrem 1,2x10™ a
8,2x10™ subs/sitio/ano, quando analisada a sequéncia de todo o genoma viral.
Entretanto, quando analisada as regides génicas individualmente, as taxas evolutivas
variam de 1,2x10™* a 2,0x107 subs/sitio/ano. Considerando o modelo relaxado de
relogio molecular, o gene das proteinas E, NS2b e NS4a apresentaram maiores taxas de
evolugdo (1,1x107 a 1,4x107 subs/sitio/ano) nos trés gendtipos virais. Enquanto que o
gene da proteina NS1 foi o que apresentou a menor taxa de evolucio (8,0x10™ a 8,3x10"
* subs/sitio/ano). Considerando o modelo estrito de relégio molecular, o gene da
proteina NS4a apresentou a maior taxa de evolugdo (1,1x107 a 2,0x10~ subs/sitio/ano)
nos trés genodtipos virais. Enquanto que o gene da proteina NS1 foi o que apresentou a
menor taxa de evolugao (6,7,0x10'4 a 8,4x10'4 subs/sitio/ano).

Quando analisado o genoma completo dos virus, observamos que o surgimento
do ancestral comum mais recente, baseados no modelo de relégio molecular estrito, foi
de 1849 para o genotipo I, 1916 para o genotipo Il e 1876 para o gendtipo I11. Com base
no modelo relaxado, o ano de aparecimento do ancestral comum mais recente foi de

1945 para o gendtipo I, 1960 para o geno6tipo Il e 1923 para o geno6tipo 111
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4.2.4. Identificacdo de motif de aminodcidos que caracterizam os
genotipos

As sequéncias de aminoacidos dos virus de cada genotipo foram comparados
entre si. Aqueles sitios com substituigdes de aminoacidos presentes em pelo menos 90%
dos membros de cada genotipo foram considerados como um motif caracteristico do
genotipo. Assim, foi possivel identificar substituicdes de aminoacidos nos genes C,
prM, E, NS1, NS2A, NS3, NS4A, NS4B e NS5 que caracterizam os geno6tipos I, 11 e III
(Tabela 6).

Tabela 6. Aminodcidos que caracterizam os deferentes genotipos (motif).

Genes Posicdo na proteina Genotipo I Genotipo I  Genétipo 111

C 35 R R K
C 122 T T A
E 80 L L H
E 143 E D E
E 157 A v A
E 168 % % T
E 238 K R R
E 270 T N N
E 303 A T T
E 383 K K N
E 487 I I \%
E 479 % % A
NSI 178 L S L
NSI 188 % I %
NSI 217 L F L
NSI 256 Y H Y
NSI 339 N N S
NS2a 133 A T A
NS2a 180 % L %
NS2a 215 L P L
NS3 115 I I T
NS3 324 D E E
NS3 356 A P P
NS3 452 v A A
NS3 568 E E Q
NS3 589 K R K
NS4a 148 % % I
NS4b 115 % % I
NS5 228 R K K
NS5 288 S S N
NS5 585 K K T
NS5 763 A S S
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4.3. Andlises da diversidade genética dentro dos genotipos de DENV-3

A topologia das arvores filogenéticas dos DENV-3 mostra a existéncia de
diversos grupos monofiléticos dentro de cada gendtipo (Figura 7). Para caracterizar
melhor esses grupos, foram construidas duas arvores filogenéticas utilizando métodos
de inferéncia bayesiana e distancia, uma incluindo cepas do genoétipo 1 (n=53) e Il
(n=137), e a outra com cepas do gendtipo I (n=347) (Figura 10 e 11; Anexos 23 e 24).
Adicionalmente, foram também realizadas as analises de distancia evolutiva, de taxas
evolutivas, de tempo de divergéncia e de motif de aminodcidos. Ambas as arvores

mostra a existéncia de varios grupos monofiléticos dentro dos genotipos.
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Figura 10. Arvore filogenética com base na sequéncia gendmica completa incluindo cepas dos genétipo I (n=53) ¢ II
(n=137). A arvore filogenética foi construida usando analise bayesiana implementada no programa MrBayes 3.1.2.
As probabilidades a posteriori estdo indicadas nos nodos principais. Duas sequéncias de virus do geno6tipo 111 foram
incluidas como grupos externos. O modelo de substitui¢do utilizado foi de GTR+G+I (General Time Reversible) com
correcdo gamma (G= 0.3678) e proporgdo de sitios invariaveis (I= 0.9908), usando o critério Akaike’s Information
Criterion (AIC). Foram realizadas 5 corridas de 4 cadeias, totalizando 1.5x10° geracdes.
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Figura 11. Arvore filogenética com base na sequéncia gendmica completa incluindo cepas dos genétipo III (n=347).
A arvore filogenética foi construida usando andlise bayesiana implementada no programa MrBayes 3.1.2. As
probabilidades a posteriori estdo indicadas nos nodos principais. Duas sequéncias de virus do genoétipo I e I foram
incluidas como grupos externos. O modelo de substitui¢do utilizado foi de GTR+G+I (General Time Reversible) com
correcdo gamma (G= 0.3678) e proporgdo de sitios invariaveis (I= 0.9908), usando o critério Akaike’s Information
Criterion (AIC). Foram realizadas 5 corridas de 4 cadeias, totalizando 1.5x10° geragdes.
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4.3.1. Gendtipo 1

Analise da topologia da arvore correspondente aos virus do genotipo I mostra a
existéncia de varios grupos monofiléticos (Figura 10 e Anexo 23). Inicialmente, dois
ramos (taxons superiores) bem definidos foram observados, os quais foram
denominados de linhagem I e linhagem II. A linhagem I compreende apenas trés cepas
de regides geograficas diferentes, uma isolada nas Filipinas (M93130) em 1956, outra
na China (CHINA/80/2) em 1980 e outra em Brasil (BR/RO1/02) em 2002. Os virus da
linhagem II se dividem novamente em dois grupos genéticos distintos, os quais foram
denominados de linhagem II-A e linhagem II-B. A linhagem II-A esté representada por
cepas das Ilhas de Polinésia Francesa (1989 a 1994), Ilhas de Cook (1991), Samoa
(1973), e Indonésia (1978), finalmente linhagem II-B estd representada por cepas da
Singapore (2005), Indonésia (1998 a 2004), Malasia (2000 a 2005) e Timor Leste
(2005).

Para caracterizar melhor os grupos monofiléticos presentes no gendtipo I, a
distancia ou divergéncia evolutiva entre os virus dos diferentes grupos foram calculados

(Tabela 7).

Tabela 7. Distancia evolutiva entre os virus das linhagens do gend6tipo 1

Grupos Distancia (%)
Linhagem I vs Linhagem II 5,3
Linhagem II-A vs linhagem II-B 3,8

Também foram analisadas a taxa de mudanga evolutiva (substituicdo de
nucleotideos/sitio/ano) e o tempo de divergéncia (idade de surgimento do ancestral

comum mais recente, ACMR) dos virus dos diferentes grupos genéticos (Tabela 8).

Tabela 8. Taxas de substituicdo de nucleotideos (subs/sitio/ano) dos diferentes grupos.

Genoétipo  Linhagem  Estrito/ ACMR Relaxado/ACMR

I 2.0x107 (1.7x10* - 2.3x10%)/1849 (1835-1862)  8.2x10™* (6.0x10™ - 1.0x107)/1945 (1943-1951)
I I 7.3x10° (4.9x107 - 9.8x107°)/ 1955 (1955-1956)  ND

I I 2.6x107%(2.2x10*-3.0x10%)/ 1918 (1908-1928)  1.0x107 (8.6x10™* - 1.2x107)/ 1971 (1968-1973)
I II-A 7.1x107 (4.6x10™ - 8.8x107%)/ 1972 (1969-1974)  8.5x107* (5.3x10™* - 1.1x107*)/ 1976 (1974-1978)
I 1I-B 3.7x10* (3.0x10* - 4.3x10%)/ 1952 (1943-1963)  1.3x107 (1.1x107 - 1.6x107)/ 1988 (1986-1991)

Entre paréntese o intervalo de confianga.. Nao determinado (ND).

Na tabela 8 ¢ possivel observar que os virus que pertencem ao genotipo |

apresentam uma taxa de evolugdo de 2,0x10'4 a 8,2x10'4 subs/sitio/ano, de acordo com o
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modelo de relogio molecular estrito e relaxado, respectivamente. A linhagem II
apresentou maior taxa de evolucdo (2,6x10 subs/sitio/ano) que a linhagem I (7.3x107
subs/sitio/ano) baseada no modelo de reldégio molecular estrito do. As sub-linhagem II
da linhagem II apresentou maior taxa de substitui¢do de nucleotideos (A taxa de
substituicdo de nucleotideos (1.3x10” subs/sitio/ano) que a sub-linhgem I (8.5x10™
subs/sitio/ano) quanto analisados o modelo relaxado. O ancestral comum mais recente
deste genotipo poderia ter surgido entre 1849 e 1945 comparando ambos os modelos,
sugerindo que a cepa M93130, isolada nas Filipinas em 1956, poderia ser o ancestral
dos virus do gendtipo 1.

As sequéncias de aminoacidos dos virus das linhagens do gendtipo I foram
comparadas entre si. Aqueles sitios com substituicdes de aminodcidos presentes em pelo
menos 90% dos membros foram considerados como um motif caracteristico do grupo.
Foi possivel identificar substituigdes de aminodcidos nos genes da proteina: C, prM, E,
NSI, NS2A, NS3, NS4A, NS4B e NS5 que caracterizam as Linhagem I, II ¢ Linhagem
II-A e 1I-B (Tabela 9).

Tabela 9. Aminoacidos que caracterizam as deferentes linhagens do gendtipo I.

Genétipo I

denes - Posicio na Linhagem I Linhagem II Posicao na Linhagem II-A  Linhagem II-B
proteina Proteina
C 82 K R
C 97 K R 1 \Y%
PrtM 55 H L
PrtM 128 L F
E 70 1 \Y% 357 A% 1
E 166 S P
E 171 A \Y%
E 233 R K
E 305 T A
E 393 R K
E 481 A \Y%
E 491 A% A
NS1 94 T 1 93 1 \Y%
NS1 139 S N
NS1 174 A% M
NS1 256 H Y
NS1 288 S T
NS1 350 A \%
NS2a 112 A T 36 A% A
NS2a 115 R Q 55 G \Y%
NS3 256 A% A 21 L F
NS3 476 M T 71 S N
NS3 482 K N 84 W K
NS3 255 K R
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NS4a 89 1 v 283 1 %
NS4b 108 1 T
NS4b 190 L F
NS5 281 K R

4.3.2. Gendtipo 11

Uma grande diversidade genética foi observada dentro do genotipo II, a
topologia da arvore mostra a presenca de dois tdxons superiores que foram
denominados de linhagem I e linhagem II (Figura 10, e Anexo 23). A linhagem I esta
constituida por duas cepas antigas isoladas em 1973 (TH/V3360/73[Cambodia] e
TH/CHS53489/73 [Bangkok]) e a linhagem II esta constituida por cepas da Tailandia,
Vietnam, Taiwan, Maldsia, Singapura e Bangladesh como indicadas na figura 10.
Dentro da linhagem II € possivel observar que a cepa TH/0010/87, posiciona-se na
arvore filogenética como uma cepa ancestral. Novamente dentro da linhagem II ¢
possivel também observar dois tdxons denominados de linhagem II-A e linhagem II-B a
linhagem II-A esta representada principalmente por cepas de Bangladesh (2002); e a
linhagem 1I-B esta constituida por cepas de Malasia (2000-2002), Tailandia (1987-
2008), Vietnam (2006-2008), Taiwan (1998) e Cambodia (200-2008). Também ¢
possivel observar que dentro da linhagem II-B dois grupos internos denominados de
sub-linagem I e II. As cepas que constituem a sub-linhagem 1 estdo representadas por
cepas de cepas de Maldsia e Singapura. A sub-linhagem II esta constituidas por cepas de
Tailandia, Taiwan, Comboia, Malasia e Vietnam. Nesta sub-linhagem II ¢ possivel
observar duas cepas antigas da Tailandia e Taiwan isolada em 1987 e 1998
respectivamente (TH/0007/87 e TW/182/98), as quais poderiam ter sido o ancestral que
originou esta sub-linhagem. Ainda, dentro desta sub-linhagem € possivel observar dois
clados importantes as quais foram denominados de clado A e B. O clado A esta
constituida exclusivamente por cepas da Tailandia. O clado B por cepas da Tailandia,
Cambodia, Taiwan e Vietnam.

A divergéncia evolutiva entre as entre a linhagem I e linhagem II do gendtipo 11
varia de 3,1% e 3,3%, ja a divergéncia entre os grupos internos ¢ de 2,4% e 1,9% para

as sub-linhagens e clados respectivamente (Tabela 10).



39

Tabela 10. Distancia evolutiva entre os grupos internos do genotipo 11

Grupos Distancia (%)
Linhagem I vs Linhagem II 3,1
Linhagem II-A vs Linhagem II-B 33
Linhagem II-B [Sub-Linhagem I vs Sub-Linhagem II] 2,4
Sub-Linhagem II [Clado A vs Clado B] 1,9

Tabela 11. Taxas de substituicdo de nucleotideos por sitio e ano (subs/sitio/ano) dos

grupos internos do gendtipo I1.

h Sub-linh Clado Estrito/ ACMR Relaxado/ ACMR

Gendtipo  Li

1 1.7x10% (1.4x10™ - 1.9x10%)/ 1916 (1908-1924) 6.2x10(3.2x10™ - 8.6x10/1960 (1945-1969)
11 I 1.1x107 (9.4x10 - 1.4x107)/ 1973 (1972-1973) ND

1 1 1.8x10* (1.5x10™ - 2.0x10%)/ 1922 (1913-1931) 7.4x10* (4.1x10* - 8.9x10™)/ 1977 (1967-1982)

1l I-A 4.3x107 (2.3x107 - 5.9x107)/ 2002 (2001-2002) 4.7x107 (2.0x107 - 7.0x10°)/2002 (2001-2002)
1 II-B 2.1x107 (1.8x10% - 2.5x10™)/ 1950 (1942-1956) 7.4x107* (4.5x10% - 9.1x10/1978 (1974-1981)
1l 1I-B I 7.6x107 (3.3x107 - 1.1x102)/ 2005 (2004-2005) 6.8x107 (2.8x107 - 1.1x102)/2005 (2004-2005)
1 1I-B 1 1.8x10% (1.6x10™ - 2.1x10*)/ 1946 (1939-1953) 6.9x10 (3.3x10% - 8.7x10/1977 (1966-1982)
1l 1I-B 1l Clado A 2.3x107 (1.8x10% - 2.9x10/1953 (1946-1960) 1.0x10* (7.4x10* - 1.3x10)/1977 (1976-1979)
1 11-B 1 Clado B 2.0x107 (1.7x10% - 2.4x10/1958 (1952-1965) 6.6x107 (5.4x10 - 8.2x10/1985 (1982-1989)

Entre paréntese o intervalo de confianga.. Nao determinado (ND).

Na Tabela 11 ¢é possivel observar que os virus que pertencem ao geno6tipo II
apresentam uma taxa de evolugdo de 1,7x10'4 a 6,2x10'4 subs/sitio/ano, de acordo com o
modelo de relégio molecular estrito e relaxado, respectivamente. A linhagem I
apresentou maior taxa de evolugdo (1,1x10™ subs/sitio/ano) que a linhagem II (1,8x10™
subs/sitio/ano) baseada no modelo reldgio molecular estrito. Ainda, dentro da linhagem
IT € possivel observar uma diferencia significativamente importante entre a linhagem II-
A e linhagem II-B, 4,3 x107 e 2,1 x10™ subs/sitio/ano, respectivamente. Diferengas
significativamente importante nas taxas evolutivas foram observadas dentro dos grupos
internos da linhagem II. O ancestral comum mais recente deste gendtipo poderia ter
surgido entre 1916 e 1960, considerando os modelos de relégio molecular estrito e
relaxado, respectivamente. O que sugere que as cepas TH/V3360/1973 e
TH/CHS53489/1973 isoladas na Tailandia em 1973, poderiam ser os ancestrais dos virus
do gendtipo 1.
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Comparando a sequéncia de aminoacidos dos diferentes grupos genéticos, foi
possivel identifiar motif de aminodcidos caracteristico para cada grupo nos genes da

proteina: C, prM, E, NS1, NS2A, NS3, NS4A, NS4B e NS5 (Tabela 12).

Tabela 12. Aminoacidos que caracterizam a deferente linhagem e sub-linhagem dentro
do gendtipo 1.

Genotipo 11
Linhagem II-B Sub-Linhagem II
Genes Posigao Linhagem Posigéo Sub-Linhagem Posicdo Clado
na proteina I 1I-A 1I-B na proteina I 1 na proteina A B
C 108 1 M
PrM 55 L F L
PrM 156 1 \Y% 1
E 126 S L L 481 A v 134 H Y
E 142 1 T 1 174 I Vv
E 449 S G S
E 481 A \Y% \Y%
E 491 A T A
NS1 178 L T S 338 \Y% 1
NS2a 57 L F L 180 \Y% L
NS2a 150 \Y% 1 v 214 A T
NS2a 180 \Y% \Y% L 215 L P
NS2a 194 M v M
NS2a 203 P S P
NS4b 247 K R

4.3.3. Gendtipo 111

Analises topologica da arvore dos virus do genotipo 111 indica a presenca de dois
taxons superiores denominados de linhagem I e II (Figura 11 e Anexo 24). A linhagem I
esta constituida por cepas antigas da SriLanka (1983-1989) e a linhagem II esta
constituida, principalmente, por cepas da Asia (1985-1997), Este de Africa (2003-
2009), da América Latina e o Caribe (1994-2009). Dentro da linhagem II observamos
dois grupos que foram classificadas de linhagem II-A e linhagem II-B. A linhagem II-A
estd constituida exclusivamente por cepas da Asia dos paises como: SriLanka (1993-
2000), Singapura (2004-2005), Taiwan (1999) e Malasia (2001). Na linhagem II-B
temos cepas do leste da Africa, sul da Asia, cepas da America latina e o Caribe. Dentro
da linhagem II-B podemos observar dois grupos classificados de sub-linhagem I e II. A
sub-linhagem 1 esta representado por cepas do leste da Africa e Sul da Asia dos paises
como Mocambique, india e SriLanka, e a sub-linhagem II, estio constituidas

exclusivamente por cepas da America latina. A sub-linhagem II apresenta trés grupos
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denominadas de sub-linhagem II-A, sub-linhagem II-B e sub-linhagem II-C. A sub-
linhagem II-A estdo representadas por cepas do Nicaragua (1994-1998) e México
(2003-2007), a sub-linhagem II-B representadas por cepas de Porto Rico (1998-2007),
Venezuela (2000-2007) e Colombia (2005-2007) e a sub-linhagem II-C representadas
por cepas das ilhas do Caribe, Brasil e America do sul. Fazendo uma analises da sub-
linhagem II-C observamos trés clados diferentes denominados de clados A, B, ¢ C. O
clado A esta representada por cepas da America Central, ilhas do Caribe ¢ America do
Sul, o clado B representada por cepas exclusivamente do Brasil o do Paraguai e o clado
C representado por cepas da Nicaragua, Porto Rico e Equador.

Os virus analisados neste trabalho agrupam-se no clado A e clado B os quais
estdo de cor vermelha na arvore filogenética para sua melhor localizagao.

A divergéncia evolutiva entre os diferentes grupos esta indicado na Tabela 13. A
distancia entre as linhagens foi de 3,2 a 3,5%, entre as sub-linhagens de 2,1 a 2,7 ¢ entre

clados de 1,0 a 1,4%.

Tabela 13. Distancia evolutiva entre os grupos internos do genotipo I11.

Grupos Distancia (%)
Linhagem I vs Linhagem II 3,2
Linhagem II-A vs Linhagem II-B 3,5
Linhagem II [Sub-Linhagem I vs Sub-Linhagem II] 2,7
Linhagem II-B [Sub-Linhagem II-A vs SubLinhagem II-B] 2,1
Linhagem II-B [Sub-Linhagem II-A vs Sub-Linhagem II-C] 2,2
Linhagem II-B [Sub-Linhagem II-B vs Sub-Linhagem II-C] 1,5
Sub-Linhagem II-C [Clado A vs Clado B] 1,0
Sub-Linhagem II-C [Clado A vs Clado C] 1,3
Sub-Linhagem II-C [Clado B vs Clado C] 1,4

Também foram analisadas a taxa de mudanga evolutiva (substituicdo de
nucleotideos/sitio/ano) e o tempo de divergéncia (idade de surgimento do ancestral
comum mais recente, ACMR) dos virus dos diferentes grupos dentro do genoétipo 111

(Tabela 14).
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Tabela 14. Taxas de substituicdo de nucleotideos por sitio € ano (subs/sitio/ano) dos

grupos internos do geno6tipo I11.

Genotipo

Linhagem

Sub-linhagem

Clado

Estrito/ACMR

Relaxado/ACMR

I

I

I

I

I

I

I

I

I

I

I

I

I

II-A

1I-B

1I-B

1I-B

1I-B

1I-B

1I-B

1I-B

1I-B

1I-B

II-A
1I-B
1I-C
1I-C
1I-C

1I-C

Clado A
Clado B

Clado C

1.2x10* (1.1x10™ = 1.3x10™)/1876 (1865-1886)
3.3x10%(2.3x10% — 4.5x10%)/1979 (1976-1981)
1.1x10™ (1.0x10™ — 1.2x10)/1876 (1865-1887)
9.1x107 (7.4x10% — 1.1x107)/1990 (1989-1991)
ND

3.2x10 (2.5x10 - 3.9x10%)/1956 (1949-1964)
ND

8.6x107 (6.3x10% — 1.0x107)/1990 (1988-1991)
1.1x10% (9.7x10° — 1.2x10/1962 (1956-1968)
1.2x10* (1.0x10™ — 1.5x10/1959 (1952-1967)
1.8x10* (1.4x10™ - 2.3x10/1979 (1972-1984)
2.1x107 (1.6x10* — 2.7x10™)/1982 (1976-1987)

2.8x10% (2.1x10% — 3.7x10%)/1986 (1981-1991)

2.4x10% (1.2x10™*
3.3x10% (2.1x10™
1.9x10* (1.3x10*
1.5x107 (1.1x107
ND

9.9x10 (7.8x10™
ND

1.3x107 (1.0x107
3.0x10* (2.5x10™
4.1x10* (3.3x10*
4.9x10* (3.0x10*
3.9x10* (2.9x10™

1.5x107 (5.6x10*

-3.2x10%)/1923 (1875-1956)
-4.4x10)/1979 (1976-1981)
-2.3x10%)/1906 (1885-1909)
-1.9x10%)/1992 (1992-1993)

- 1.1x107%)/1984 (1983-1985)

- 1.6x10%)/1992 (1992-1993)
-3.5x10%)/1984 (1980-1989)
-5.0x10)/1989 (1985-1992)
- 6.6x10%)/1994 (1990-1997)
-4.9x10%)/1993 (1989-1997)

- 1.6x107)/1999 (1996-2000)

Entre paréntese o intervalo de confianga.. Nao determinado (ND).

Os virus do gendtipo III apresentam uma taxa de evolugdo de 1,2x10* a 2,4x10™

subs/sitio/ano, de acordo com o modelo de reldégio molecular estrito e relaxado do,

respectivamente. A linhagem II apresentou maior taxa de evolugdo (1,1x10™ ¢ 1,9 x10™

subs/sitio/ano) que a linhagem I (3,3x10™* e 3,3x10™* subs/sitio/ano). O ancestral comum

mais recente deste gendtipo poderia ter surgido entre 1876 e 1923, sugerindo que a cepa

SL/V2407/1983 da Sri Lanka, isolada em 1983, poderiam ser o ancestral dos virus

deste.

Comparando a sequéncia de aminoacidos dos diferentes grupos genéticos, foi

possivel identifiar motif de aminodcidos caracteristico para cada grupo nos genes da

proteina: C, prM, E, NS1, NS2A, NS3, NS4A, NS4B e NS5 (Tabela 15).
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Tabela 15. Aminoacidos que caracterizam a deferente linhagem e sub-linhagem dentro
do gendtipo 111

Genotipo 111

Posigao Posigao Linhagem II-B Posigéo Sub-Linhagem II
Genes na Linhagem Na Sub-Linhagem na Clado

proteina | II Proteina II-A 1II-B II-C proteina A B C
E 331 vV A A
NS1 128 I 256 Y Y H
NS1 217 F
NSI1 350 A
NS2a 158 I M M
NS2a 195 T T A
NS2b 59 v v I 109 I v v
NS3
NS3 31 L F
NS3 185 K
NS4a
NS4a 99 D E 39 K R R




5. Discussdao
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Neste trabalho descrevemos as analises filogenéticas e evolutivas de 12 DENV-3
isolados no Brasil e no Paraguai analisando a sequéncia gendomica completa dos
mesmos. Ainda, essas analises foram estendidas para todos os DENV-3 com sequéncia
gendmica completa disponiveis no GenBank.

O DENV-3 foi introduzido nas Américas em 1994, via Nicaragua ¢ Panama
(CDC, 1995), disseminando-se rapidamente pelos paises vizinhos e, atualmente,
encontra-se circulando na maioria dos paises da América Latina e do Caribe [CDC
1995]. No Brasil, o DENV-3 foi introduzido pelo Rio de Janeiro, em dezembro de 2000,
e em Janeiro de 2002 foi responsavel por uma epidemia com 1831 casos de DHF/DSS e
91 mortes [Nogueira et al. 2001]. Um estudo realizado por nosso grupo de trabalho
analisando a RNC3’ e o gene da proteina E, mostrou que as cepas BR/BV4/02 isolada
em Boa Vista, RR, e BR/BR8/04 isolada em Belém, PA, encontravam-se,
filogeneticamente, mais relacionadas com cepas do Caribe que com cepas circulantes no
pais. Esses dados sugerem que o DENV-3 poderia ter sido introduzido no pais, ndo
apenas pelo Rio de Janeiro, sendo também pela Regido Norte, vindo do Caribe [ Aquino
et al. 2006]. Analisando a sequéncia completa dos genomas virais, observamos,
novamente, que as cepas BR/BV4/02 e BR/BR8/04 encontram-se mais relacionadas
com virus do Caribe e do norte da America do Sul, enquanto que os outros isolados
brasileiros e paraguaios estdo mais relacionados com o primeiro virus (cepa
BR/74886/02) isolado no Rio de Janeiro em 2002 [Miagostovich et al. 2002], apoiando
a nossa hipotese de que o virus teria sido introduzido no Brasil por diversas regides.

Ao realizar a andlise filogenética com base na sequéncia gendmica completa dos
DENV-3, observamos que os mesmos se segregam em trés grupos genéticos ou
genotipos, similares a aqueles propostos anteriormente por outros autores [Chungue et
al. 1993; Lanciotti et al. 1994]. Entretanto, o quarto gendtipo proposto por esses autores
ndo foi observado em nossa andlise porque ndo existem no GenBank sequéncias
gendmicas completas de virus correspondentes a esse gendtipo. A identificacdo desses
genotipos virais foi realizada por diversos autores analisando as regides codificadoras
das proteinas prM/M, E, E/NS1 [Aquino et al. 2006; Chungue et al. 1993; Lanciotti et
al. 1994; Schreiber et al. 2009]. Nossos dados sugerem que andlise filogenética
utilizando sequéncia nucleotidica corresponde a qualquer gene viral pode ser utilizado

para identificagdo dos genoétipos virais (genotipo 1, II e III).
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O aumento das epidemias de dengue a nivel mundial e a auséncia de
proofreading da RNA polimerase viral, como observado em todo virus de RNA, esta
levando ao aparecimento de novos subtipos virais do DENV, cujas caracteristicas
genéticas e fenotipicas precisam ser melhor avaliadas. Recentemente, analisando o gene
da proteina E, descrevemos a existéncia de diversos taxons inferiores ou sub-tipos virais
existentes dentro dos gendtipos de DENV-3, os quais foram denominados de linhagens
e sub-linhagens [Amarilla et al. 2009]. Analisando a sequéncia genOmica completa
observamos, em forma geral, as mesmas linhagens e sub-linhagens descritas
anteriormente, apoiadas em analises de distancia, de taxas evolutivas, de tempo de
divergéncia e de motif de aminodcidos. Estudos desta natureza permitem um melhor
entendimento sobre a evolugdo e migra¢do destes virus. Por exemplo, o resultados de
nossas analises apoiam a hipotese proposta por MESSER (2003) de que um sub-tipo
viral teria surgido em Sri Lanka apds 1989 e se disseminado, primeiro, na Africa e,
logo, nas Ameéricas. Segundo as analises filogenéticas realizadas por esses autores,
utilizando a sequéncia gendmica correspondente as regides génicas da proteina prM/M e
parte da proteina E, apenas um grupo de virus do genotipo 111, o qual foi denominado de
grupo A, circulava em Sri Lanka e que ap6s 1989 teria surgido um novo grupo de virus
que denominaram de grupo B, o qual migrou para a Africa e logo para as Américas.
Nossas andlises mostram a mesma distribui¢do e migragdo viral (Figura 11 e Anexo 24).
Assim, a nossa linhagem I corresponde ao grupo ancestral que deu origem ao gendtipo
III, o qual foi denominado de grupo A por MESSER (2003). Os virus dessa linhagem
deram origem a virus da linhagem II-A que corresponde ao grupo B de MESSER
(2003). Finalmente, nossa arvore filogenética mostra que a linhagem II-A (grupo B)
migrou para a Africa e logo para a América em concorddncia com as observagdes
realizadas por MESSER (2003). Também podemos observar na arvore filogenética do
sorotipo 3 (Figura 11 e Anexo 24) que a cepa NI/V2420/1994 isolada em Nicaragua em
1994 encontra-se na base do ramo americano, sugerindo que o DENV-3 foi introduzido
no continente por esse pais. Os dados de reldégio molecular indicam que o ancestral
comum mais recente do grupo americano surgiu em 1992 (Tabela 14). Estes dados estao
em concordancia com os dados epidemiologicos que referem a introdugdo do DENV-3
nas Américas por Nicaragua e Panama (CDC, 1995).

Este € o primeiro estudo que descreve a divergéncia genética entre os gendtipos
de DENV-3 utilizando todo o genoma viral; assim, a divergéncia observada entre os

gendtipos variou de 7,4 a 7,6% (Tabela 4). Estudos anteriores mostraram uma
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divergéncia genética de 6%, quando analisada a sequéncia gendmica correspondente a
juncdo E/NS1 (RICO-HESSE, 1990). Entretanto, nosso trabalho mostra que a
divergéncia genética entre os genotipos varia dependendo da regido gendmica analisada,
podendo ir de 4,7% para o gene da proteina C e de 10,5% para o gene da proteina NS4a
(Tabela 4). Estas anélises mostraram ainda que a proteina C ¢ a mais conservada e, as
proteinas NS2a e NS4a, as mais variaveis. Por outro lado, as linhagens descritas neste
trabalho apresentaram uma divergéncia génica que varia de 3,1 a 5,3%, as sub-linhagens
de 1,5 a 3,8% e os clados de 1 a 1,9%. Neste trabalho mostramos ainda a presenca de
motif de aminoacidos caracteristicos para cada grupo genético (gendtipos, linhagens,
sub-linhagens e clados).

Analisando a sequéncia gendmica completa, observamos que os genotipos virais
apresentam taxas evolutivas similares (1,2x10™ a 8,2x10™ subs/sitio/ano). Estes achados
sao consideravelmente mais baixos que aquele observado por SCHREIBER (2009), (1.3
x 107 subs/sitio/ano; 8.7 x 10 * to 1.8 x 10~ subs/sitio/ano), provavelmente porque em
nosso estudo foi incluido um nimero maior de seqliéncias. Analisando individualmente
0s genes virais, observamos que as taxas evolutivas foram diferentes, sendo o gene das
proteinas E, NS2b e NS4a as de maior taxa de evolutiva. Estudos prévios analisando
apenas a gene da proteina E mostraram uma taxa evolutiva entre 9,0x10” a 8,2x10™
subs/sitio/ano, entretanto nossas analises para este gene mostram uma taxa evolutiva de
1,2x107 a 1,4x10™ subs/sitio/ano [Aradjo et al. 2009; Twiddy et al. 2003].

WITTKE, (2002) sugeriram a existéncia de um quinto genotipo dentro do
DENV-3, entretanto nossas analises mostram que esse grupo de virus forma uma
linhagem diferente (linhagem 1) dentro do genotipo I. A distdncia genética entre as
linhagens I e II do gendtipo I foi de 5,3%, inferior aos 7,4-7,6% de divergéncia
observada entre os distintos gendtipos (Tabela 4). Portanto, as cepas Philip56, CH-80,
que se encontram na parte basal do grupo, poderiam ser as cepas ancestrais que deram
origem aos virus do geno6tipo 1.

Neste trabalho realizamos analises de relacionamentos filogenéticos e evolutivos
dos virus da dengue tipo 3 que fornecem dados relacionados com as rotas migratorias
dos virus assim como os processos que controlam a evolugao viral. Estes dados serdo de
grande utilidade para uma melhor caracterizacdo dos DENV-3 em futuras epidemias e,

inclusive, poderao ser utilizados para selecao de candidatos a vacina.



6. Conclusao
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As 12 cepas virais isoladas no Brasil e no Paraguai pertencem ao grupo
americano do geno6tipo 111

Diversas linhagens e sub-linhagens foram identificados dentro de cada gendtipo.
A distancia genética entre os genotipos foi de 7,3 a 7,5%, entre as linhagens de
3,2 a 5,3%, entre as sub-linhagens 2,5 a 3,2% e entre os clados de 1,0 a 1,9%.
Sequenciamento de qualquer um dos genes virais pode ser utilizado para
determinar o genotipo viral.

As regides codificadoras das proteinas NS2a e NS4a sdo as mais varidveis.

A taxa evolutiva dos virus variaram entre 1,2x10-4 a 8,2x10-4 subs/sitio/ano.

O ancestral comum do genotipo I teria surgido entre 1849-1945, do gendtipo 11
entre 1916-1960, e do gendtipo 111 entre 1876-1923.

Os diferentes grupos genéticos apresentam motif de aminoacidos caracteristicos.
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Anexo 1. Base de dados das sequéncias dos virus DENV-3 coletadas do GenBank.

Nro. Acesso Isolado Pais Ano  PubMed
1 AY099337.1 D3 H IMTSSA MART 1999 1243  Martinique 1999 14605161
2 AY099336.1 D3 H IMTSSA_SRI 2000 1266 Sri Lanka 2000 14605161
3 EU081225.1 D3 SG_05K4648DK1 2005 Singapore 2005 19211734
4 EU081224.1 D3 SG_05K4647DK1 2005 Singapore 2005 19211734
5 EU081223.1 D3 SG_05K4477DK1 2005 Singapore 2005 19211734
6 EU081222.1 D3 SG_05K4454DK1 2005 Singapore 2005 19211734
7 EU081221.1 D3 SG_05K4440DK1 2005 Singapore 2005 19211734
8 EU081220.1 D3 SG_05K4182DK1 2005 Singapore 2005 19211734
9 EU081219.1 D3 SG_05K4176DK1 2005 Singapore 2005 19211734
10 EU081218.1 D3 SG_05K4168DK1 2005 Singapore 2005 19211734
11 EUO081217.1 D3 SG_05K4159DK1 2005 Singapore 2005 19211734
12 EUO081216.1 D3 SG_05K4157DK1 2005 Singapore 2005 19211734
13 EUO081215.1 D3 SG_05K4144DK1 2005 Singapore 2005 19211734
14 EU081214.1 D3 SG_05K4141DK1 2005 Singapore 2005 19211734
15 EU081213.1 D3 SG_05K3928DK1 2005 Singapore 2005 19211734
16 EU081212.1 D3 SG_05K3927DK1 2005 Singapore 2005 19211734
17 EUO081211.1 D3 SG_05K3923DK1 2005 Singapore 2005 19211734
18 EU081210.1 D3 SG_05K3913DK1 2005 Singapore 2005 19211734
19 EU081209.1 D3 SG_05K3912DK1 2005 Singapore 2005 19211734
20 EU081208.1 D3 SG_05K3900DK1 2005 Singapore 2005 19211734
21 EU081207.1 D3 SG_05K3897DK1 2005 Singapore 2005 19211734
22 EU081206.1 D3 SG_05K3887DK1 2005 Singapore 2005 19211734
23 EU081205.1 D3 SG_05K3329DK1 2005 Singapore 2005 19211734
24 EU081204.1 D3 SG_05K3325DK1 2005 Singapore 2005 19211734
25 EU081203.1 D3 SG_05K3324DK1 2005 Singapore 2005 19211734
26 EU081202.1 D3 SG_05K3316DK1 2005 Singapore 2005 19211734
27 EU081201.1 D3 SG_05K3314DK1 2005 Singapore 2005 19211734
28 EU081200.1 D3 SG_05K3312DK1 2005 Singapore 2005 19211734
29 EU081199.1 D3 SG_05K3305DK1 2005 Singapore 2005 19211734
30 EUO081198.1 D3 SG_05K2933DK1 2005 Singapore 2005 19211734
31 EU081197.1 D3 SG_05K2918DK1 2005 Singapore 2005 19211734
32 EU081196.1 D3 SG_05K2899DK1 2005 Singapore 2005 19211734
33 EU081195.1 D3 SG_05K2418DK1 2005 Singapore 2005 19211734
34 EU081194.1 D3 SG_05K2406DK1 2005 Singapore 2005 19211734
35 EU081193.1 D3 SG_05K2400DK1 2005 Singapore 2005 19211734
36 EUO081192.1 D3 SG_05K871DK1_2005 Singapore 2005 19211734
37 EUO081191.1 D3 _SG_05K868DK1_2005 Singapore 2005 19211734
38 EU081190.1 D3 SG_05K863DK1_2005 Singapore 2005 19211734
39 EU081189.1 D3 _SG_05K852DK1_2005 Singapore 2005 19211734
40 EU081188.1 D3 SG_05K845DK1_2005 Singapore 2005 19211734
41 EU081187.1 D3 _SG_05K843DK1_2005 Singapore 2005 19211734
42 EU081186.1 D3 _SG_05K827DK1_2005 Singapore 2005 19211734
43 EU081185.1 D3 _SG_05K805DK1_2005 Singapore 2005 19211734



44
45
46

47
48

49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59

60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91

EU081184.1
EU081183.1
EUO081182.1

EUO081181.1
AY858048.2

AY858047.2
AY858046.2
AY858045.2
AY858044.2
AY858043.2
AY858042.2
AY858041.2
AY858040.2
AY858039.2
AY858038.2
AY858037.2

AY676353.1
AY676352.1
AY676351.1
AY676350.1
AY676349.1
AY676348.1
GU363549.1
FJ744740.1
FI744739.1
FI744738.1
FI744737.1
FI744736.1
FI744735.1
FJ744734.1
FI744733.1
FJ744732.1
FJ744731.1
FI744730.1
FJ744729.1
FJ744728.1
FJ744727.1
FJ744726.1
FI744700.1
FJ687448.1
GU131946.1
GU131945.1
GU131944.1
GU131943.1
GU131942.1
GU131941.1
GU131940.1
GU131939.1

D3_SG_05K802DK1_2005
D3_SG_05K797DK1_2005
D3_SG_05K791DK1_2005

D3 _SG_SS710_2004
D3_IN_TB55i 2004

D3_IN_TB16_2004
D3_IN_PI64 2004
D3_IN_PH86_2004
D3_IN _KJ71 2004
D3_IN_KJ46 2004
D3_IN_KJ30i 2004
D3_IN_FWO06_2004
D3_IN_FWO0I_2004
D3_IN_den3 98 2004
D3_IN den3 88 2004
D3_IN_BAS1 2004

D3 ThD3 0007 87

D3 ThD3 0010 87

D3 ThD3 0055 93
D3_ThD3_0104_93
D3_ThD3_1283 98

D3 ThD3 1687 98
D3_CHINA_GZ1D3 2009
DENV_3_TH_BID V2329 2001
DENV_3 TH_BID V2328 2001
DENV_3_TH_BID V2327 2001
DENV_3_TH_BID V2326 2001
DENV_3_TH_BID V2325 2001
DENV_3 TH_BID V2324 2001
DENV_3_TH_BID V2323 2001
DENV_3 TH _BID V2321 2001
DENV_3_TH_BID V2320 2001
DENV_3_TH BID V2317 2001
DENV_3_TH_BID V2316 2001
DENV_3 TH BID V2315 2001
DENV_3_TH_BID V2314 2001
DENV_3_TH BID V2313 2001
DENV_3_TH_BID V2312 2001
DENV_3_VE BID V2186 2001
DENV_3_TH_BID V2318 2001
DENV_3_IPC_BID V4314 2008
DENV_3_IPC_BID V4308 2007
DENV_3_IPC_BID V4306 2007
DENV_3_IPC_BID V4302 2007
DENV_3_IPC_BID_ V4300 2007
DENV_3_IPC_BID V4298 2007
DENV_3_IPC_BID V4297 2007
DENV_3_IPC_BID V4294 2007

Singapore
Singapore
Singapore
Singapore
Indonesia

Indonesia
Indonesia
Indonesia
Indonesia
Indonesia
Indonesia
Indonesia
Indonesia
Indonesia
Indonesia
Indonesia

Thailand
Thailand
Thailand
Thailand
Thailand
Thailand
China
Thailand
Thailand
Thailand
Thailand
Thailand
Thailand
Thailand
Thailand
Thailand
Thailand
Thailand
Thailand
Thailand
Thailand
Thailand
Venezuela
Thailand
Cambodia
Cambodia
Cambodia
Cambodia
Cambodia
Cambodia
Cambodia
Cambodia

2005
2005
2005

2004
2004
2004

2004
2004
2004
2004
2004
2004
2004
2004
2004
2004

1987
1987
1993
1993
1998
1998
2009
2001
2001
2001
2001
2001
2001
2001
2001
2001
2001
2001
2001
2001
2001
2001
2001
2001
2008
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
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19211734
19211734
19211734

19211734
18243816

18243816
18243816
18243816
18243816
18243816
18243816
18243816
18243816
18243816
18243816
18243816

16306584
16306584
16306584
16306584
16306584
16306584

Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted



92

93

94

95

96

97

98

99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137

GU131938.1
GU131937.1
GU131936.1
GU131935.1
GU131934.1
GU131933.1
GU131918.1
GU131917.1
GU131916.1
GU131915.1
GU131914.1
GU131913.1
GU131912.1
GU131911.1
GU131910.1
GU131909.1
GU131908.1
GU131907.1
GU131906.1
GU131905.1
GU131904.1
GU131903.1
GU131878.1
GU131877.1
GU131876.1
GU131875.1
GU131874.1
GU131873.1
GU131872.1
GU131871.1
GU131870.1
GU131869.1
GU131868.1
GU131867.1
GU131866.1
GU131865.1
GU131862.1
GU131861.1
GU131860.1
GU131859.1
GU131858.1
GU131857.1
GU131856.1
GU131855.1
GU131854.1
GU131853.1

DENV_3_IPC_BID V4290 2007
DENV_3_IPC_BID V4286 2007
DENV_3_IPC_BID V4284 2007
DENV_3_IPC_BID V4283 2007
DENV_3_IPC_BID V4282 2007
DENV_3_IPC_BID V4280 2006
DENV_3 IPC_BID V3833 2007
DENV_3 IPC_BID V3832 2007
DENV_3 IPC_BID V3831 2007
DENV_3_IPC_BID V3830 2007
DENV_3 IPC_BID V3828 2007
DENV_3 IPC_BID V3827 2007
DENV_3_IPC_BID V3826 2007
DENV_3 IPC_BID V3825 2006
DENV_3_IPC_BID V3824 2006
DENV_3_IPC_BID V3822 2006
DENV_3_IPC_BID V3820 2006
DENV_3 IPC_BID V3815 2006
DENV_3_IPC_BID V3809 2003
DENV_3 IPC_BID V3808 2008
DENV_3 IPC_BID V3807 2005
DENV_3 IPC_BID V3804 2008
DENV_3 BR _BID V3615 2007
DENV_3 BR_BID V3609 2007
DENV_3 BR_BID V3606 2007
DENV_3 BR_BID V3605 2007
DENV_3 BR_BID V3601 2007
DENV_3 BR_BID V3598 2007
DENV_3 BR_BID V3597 2007
DENV_3 BR_BID V3593 2007
DENV_3 BR_BID V3591 2007
DENV_3 BR_BID V3590 2007
DENV_3 BR _BID V3589 2007
DENV_3 BR _BID V3588 2007
DENV_3 BR_BID V3585 2007
DENV_3 BR_BID V3584 2006
DENV_3 BR_BID V3470 2007
DENV_3 BR_BID V3469 2007
DENV_3 BR_BID V3465 2006
DENV_3 BR_BID V3464 2006
DENV_3 BR_BID V3460 2006
DENV_3 BR_BID V3457 2006
DENV_3 BR_BID V3456 2006
DENV_3 BR_BID V3451 2006
DENV_3 BR_BID V3446 2006
DENV_3 BR_BID V3442 2006

Cambodia
Cambodia
Cambodia
Cambodia
Cambodia
Cambodia
Cambodia
Cambodia
Cambodia
Cambodia
Cambodia
Cambodia
Cambodia
Cambodia
Cambodia
Cambodia
Cambodia
Cambodia
Cambodia
Cambodia
Cambodia
Cambodia
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil

Brazil

2007
2007
2007
2007
2007
2006
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2006
2006
2006
2006
2006
2003
2008
2005
2008
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2006
2007
2007
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2006

Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted

58



138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183

GU131852.1
GU131851.1
GU131850.1
GU131849.1
GU131848.1
GU131847.1
GU131846.1
GU131845.1
GU131844.1
GQB868578.1
GQB868577.1
GQB868576.1
GQB868575.1
GQ868574.1
GQB868573.1
GQ868572.1
GQB868571.1
GQB868617.1
GQB868616.1
GQB868634.1
GQ868629.1
GQ868628.1
GQB868627.1
GQ868626.1
GQ868593.1
GQB868587.1
GQB868586.1
GQB868548.1
GQB868547.1
GQB868546.1
EU932688.1
EU932687.1
GQ252678.1
GQ252674.1
GQ199891.1
GQ199889.1
GQ199888.1
GQ199887.1
GQ199886.1
GQ199871.1
GQ199870.1
GQ199865.1
GQ199864.1
GQ199863.1
GQ199862.1
GQ199861.1

DENV_3 BR_BID V3441 2006
DENV_3 BR_BID V3435 2006
DENV_3 BR_BID V3434 2006
DENV_3 BR_BID V3430 2006
DENV_3 BR_BID V3429 2006
DENV_3 BR_BID V3427 2006
DENV_3 BR_BID V3424 2006
DENV_3 BR_BID V3423 2006
DENV_3 BR_BID V3417 2006
DENV 3 CO BID V3405 2007
DENV 3 CO BID V3403 2005
DENV 3 CO BID V3402 2005
DENV 3 CO BID V3400 2004
DENV 3 CO BID V3398 2003
DENV 3 CO BID V3397 2003
DENV 3 CO BID V3395 2003
DENV 3 CO BID V3393 2002
DENV_3_TT BID V3928 2002

DENV_3 LC_BID V3929 2001

DENV_3_IPC_BID V3819 2006
DENV_3 KH_BID V2087 2005
DENV_3 KH_BID V2085 2005
DENV_3 KH_BID V2077_2002
DENV_3 KH_BID V2075 2001
DENV 3 TH_BID V3360 1973
DENV_3 VE BID V2483 2007
DENV_3 VE BID V2481 2007
DENV_3 BR_BID V3463 2006
DENV_3 BR_BID V3444 2006
DENV_3 BR_BID V3431 2006
DENV_3 VE BID V1150 2007
DENV_3 VE BID V1149 2007
DENV_3_VE BID V2454 2001

DENV_3 LK _BID V2409 1997
DENV 3 CO BID V2978 2001
DENV_3 LK BID V2410 1983
DENV_3 LK _BID V2407 1983
DENV_3 LK _BID V2405 1983
DENV_3 NI BID V2419 1998

DENV 3 NI BID V3073 2008

DENV 3 NI BID V3072 2008

DENV_3 NI BID V3069 2009

DENV 3 NI BID V3068 2008

DENV 3 NI BID V3066 2008

DENV_3 NI BID V3059 2008

DENV 3 NI BID V3057 2008

Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Colombia
Colombia
Colombia
Colombia
Colombia
Colombia
Colombia
Colombia
Trinidad
Saint Lucia
Cambodia
Cambodia
Cambodia
Cambodia
Cambodia
Thailand
Venezuela
Venezuela
Brazil
Brazil
Brazil
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Saint Lucia
Colombia
Saint Lucia
Saint Lucia
Saint Lucia
Nicaragua
Nicaragua
Nicaragua
Nicaragua
Nicaragua
Nicaragua
Nicaragua

Nicaragua

2006
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2007
2005
2005
2004
2003
2003
2003
2002
2002
2001
2006
2005
2005
2002
2001
1973
2007
2007
2006
2006
2006
2007
2007
2001
1997
2001
1983
1983
1983
1998
2008
2008
2009
2008
2008
2008
2008

Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
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184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195
196
197
198
199
200
201
202
203
204
205
206
207
208
209
210
211
212
213
214
215
216
217
218
219
220
221
222
223
224
225
226
227
228
229

GQ199860.1
FJ850052.1
DQ863638.1
EF643017.1
EF629370.1
EF629369.1
EF629367.1
EF629366.1
DQ401695.1
DQ401694.1
DQ401693.1
DQ401692.1
DQ401691.1
DQ401690.1
DQ401689.1
AY496877.2
AY496874.2
AY744685.1
AY744684.1
AY744683.1
AY744682.1
AY744681.1
AY744680.1
AY744679.1
AY744678.1
AY744677.1
GU131954.1
GU131953.1
GU131952.1
GU131951.1
GU131950.1
AY496879.2
AY496873.2
AY923865.1
AY876494.1
AY776329.1
AY766104.1
AY679147.1
AY662691.1
AY648961.1
AF317645.1
M93130.1
GU189648.1
FN429918.1
FN429917.1
FN429916.1

DENV_3 NI BID V3055 2008
DENV_3 NI BID V2644 2008
D3 TH CH53489 1973
D3BR_RP1 2003

BRDEN3RO1 02
BRDEN3290 02

BRDEN397 04

BRDEN395 04

mutantPhMH_J1 97
mutantIn] 16 82
mutantBDHO02 07
mutantBDHO02 04
mutantBDH02 03

D3 InJ 16 82

mutantBDHO02 01

D3 BDHO02 7 2002

D3 BDHO02 4 2002

D3 PF94 136116 1994

D3 PF92 4190 1992

D3 PF92 2986 1992

D3 PF92 2956 1992

D3 PF90 6056 1990

D3 PF90 3056 1990

D3 PF90 3050 1990

D3 PF89 320219 1989

D3 PF89 27643 1989

DENV_3 CO_BID V3404 2006
DENV_3 CO_BID V3401 2004
DENV_3 CO_BID V3399 2003
DENV_3 CO_BID V3394 2003
DENV_3 CO_BID V3392 2001
D3 PhMH_J1 97

D3 BDHO02 3 2002

D3 TH C0360 94

D3 TH CO0331 94
Taiwan_739079A

D3 _Singapore 8120 95

D3 BR74886 02

D3 _Singapore

D3 Sleman_78

D3 CHINA 80 2

M93130

DTID ZJU04

D3MYO05 34640

D3MYO05 33927

D3MYO05 33610

Nicaragua
Nicaragua
Thailand

Brazil

Brazil

Brazil

Brazil

Brazil
Philippines
Indonesia
Bangladesh
Bangladesh
Bangladesh
Indonesia
Bangladesh
Bangladesh
Bangladesh
French Polynesia
French Polynesia
French Polynesia
French Polynesia
French Polynesia
French Polynesia
French Polynesia
French Polynesia
French Polynesia
Colombia
Colombia
Colombia
Colombia
Colombia
Philippines
Bangladesh
Thailand
Thailand

Taiwan
Singapore

Brazil

Singapore
Indonesia

China
Philippines(H87)
China

Malaysia
Malaysia
Malaysia

2008
2008
1973
2003
2002
2002
2004
2004

2002
2002
1994
1992
1992
1992
1990
1990
1990
1989
1989
2006
2004
2003
2003
2001
1997
2002
1994
1994

1995
2002

1980
1956

2005
2005
2005
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Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
17196421
17196421
17196421
17196421
17196421
17196421
17196421
17196421
17196421
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
16438144
16438144
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
15642976
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted



230
231
232
233
234
235
236
237
238
239
240
241
242
243
244
245
246
247
248
249
250
251
252
253
254
255
256
257
258
259
260
261
262
263
264
265
266
267
268
269
270
271
272
273
274
275

FN429915.1
FN429914.1
FN429913.1
FN429912.1
FN429911.1
FN429910.1
FN429909.1
FN429908.1
FN429907.1
FN429906.1
FN429905.1
FN429904.1
FN429903.1
FN429902.1
FN429901.1
FN429900.1
FN429899.1
FN429898.1
FN429897.1
FN429896.1
FJ898476.1
FJ898475.1
FJ432743.1
FJ432741.1
FJ432731.1
FJ432728.1
FJ432722.1
FJ410229.1
FJ410178.1
FJ410177.1
FJ410176.1
FJ390377.1
FJ390376.1
FJ390375.1
FJ390373.1
FJ390372.1
FJ390371.1
FJ373306.1
FJ373304.1
FJ373303.1
FJ373302.1
FJ205871.1
FJ205870.1
FJ182041.1
FJ182040.1
FJ182039.1

D3MY05_33506
D3MYO05_33464

D3MY04 33077

D3MYO04 32645
D3MYO03_28526
D3MYO03_27834
D3MY02_25850

D3MY02 25811

D3MYO0! 24056

D3MYO0! 22939

D3MYO00 22366

D3MY00 22583

D3MYO00 22550

D3MYO00 22460

D3MYO00 22447

D3MY99 21531
D3MY97_12440

D3MY96_4269

D3MY95 3952

D3MY95_2471
DENV_3 NI BID V2934 2008
DENV_3 NI BID V2935 2008
DENV 3 VN BID V1817 2007
DENV_ 3 VN BID V1810 2007
DENV_3 VN _BID V1786 2007
DENV 3 VN BID V1783 2007
DENV_3 VN BID V1769 2007
DENV 3 VN BID V1882 2007
DENV 3 US BID V2120 2002
DENV_3 US_BID V2105 2000
DENV 3 US BID V2104 2000
DENV_3 US _BID V1737 1999
DENV_3 US_BID V1736_1999
DENV_3 US _BID V1735 1999
DENV 3 US BID V1732 2002
DENV_3 US_BID V1730 2003
DENV 3 US_BID V1729 2003
DENV 3 US BID V1478 2002
DENV_ 3 VE BID V1590 2004
DENV 3 VE BID V1585 2001
DENV 3 US BID V1615 2004
DENV 3 US_BID V1733 1999
DENV 3 US_BID V1731 2003
DENV 3 US_BID V1626 2005
DENV 3 US_BID V1625 2005
DENV 3 US BID V1624 2005

Malaysia
Malaysia
Malaysia
Malaysia
Malaysia
Malaysia
Malaysia
Malaysia
Malaysia
Malaysia
Malaysia
Malaysia
Malaysia
Malaysia
Malaysia
Malaysia
Malaysia
Malaysia
Malaysia
Malaysia
Nicaragua
Nicaragua

Viet Nam

Viet Nam

Viet Nam

Viet Nam

Viet Nam

Viet Nam

USA: Puerto Rico
USA: Puerto Rico
USA: Puerto Rico
USA: Puerto Rico
USA: Puerto Rico
USA: Puerto Rico
USA: Puerto Rico
USA: Puerto Rico
USA: Puerto Rico
USA: Puerto Rico
Venezuela
Venezuela

USA: Puerto Rico
USA: Puerto Rico
USA: Puerto Rico
USA: Puerto Rico
USA: Puerto Rico
USA: Puerto Rico

2005
2005
2004
2004
2003
2003
2002
2002
2001
2001
2000
2000
2000
2000
2000
1999
1997
1996
1995
1995
2008
2008
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2002
2000
2000
1999
1999
1999
2002
2003
2003
2002
2004
2001
2004
1999
2003
2005
2005
2005

Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
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276
277
278
279
280
281
282
283
284
285
286
287
288
289
290
291
292
293
294
295
296
297
298
299
300
301
302
303
304
305
306
307
308
309
310
311
312
313
314
315
316
317
318
319
320
321

FJ182038.1
FJ182037.1
FJ182015.1
FJ182013.1
FJ182011.1
FJ182010.1
FJ182009.1
FJ182008.1
FJ182007.1
FJ182006.1
FJ182005.1
FJ182004.1
FJ024471.1
FJ024470.1
FJ024469.1
FJ024468.1
FJ024467.1
FJ024466.1
FJ024465.1
EU529683.1
EU854298.1
EU854292.1
EU854291.1
EU781137.1
EU781136.1
EU726774.1
EU726773.1
EU726772.1
EU726771.1
EU726769.1
EU726768.1
EU687239.1
EU687234.1
EU687233.1
EU687226.1
EU687221.1
EU687219.1
EU687218.1
EU687198.1
EU687197.1
EU687196.1
EU660420.1
EU660411.1
EU660410.1
EU660409.1
EU660408.1

DENV 3 US_BID V1623 2005
DENV_3 US_BID V1622 2005
DENV 3 VE BID V1114 2001
DENV 3 US_BID V1450 1998
DENV 3 US_BID V1621 2005
DENV_3 US_BID V1620 2005
DENV 3 US_BID V1619 2005
DENV 3 US_BID V1618 2005
DENV_3 US_BID V1617 2005
DENV_3 US _BID V1616 2004
DENV 3 US BID V1614 2004
DENV_3 US_BID V1604 2004
DENV_3 US _BID V1613 2004
DENV 3 US BID V1612 2004
DENV_3 US_BID V1610 2004
DENV_3 US_BID V1609 2004
DENV_3 US_BID V1608 2004
DENV_3 US_BID V1607 2004
DENV_3 US_BID_V1606_2004
DENV_ 3 VE BID V1102 2007
DENV_3 US_BID V1477 2002
DENV_3 VE BID V1593 2005
DENV 3 VE BID V1591 2004
DENV 3 US BID V1452 1999
DENV 3 US BID V1451 1999
DENV 3 US _BID V1454 1999
DENV 3 US_BID V1453 1999
DENV 3 US_BID V1449 1998
DENV 3 US_BID V1448 1998
DENV 3 US_BID V1490 2003
DENV 3 US_BID V1465 2000
DENV 3 US_BID V1491 2003
DENV 3 US_BID V1475 2002
DENV 3 US_BID V1473 2002
DENV_3 US_BID_V1466_1999
DENV_3 US_BID_ V1460 2000
DENV 3 US_BID V1455 1999
DENV 3 US_BID V1447 1998
DENV 3 US_BID V1481 2003
DENV 3 US_BID V1480 2003
DENV_3 US_BID V1476 2002
DENV 3 VE BID V905 2001

DENV 3 VN BID V1331 2006
DENV_3 VN _BID V1330 2006
DENV_3 VN BID V1329 2006
DENV 3 VN BID V1327 2006

USA:
USA:

Puerto Rico

Puerto Rico

Venezuela

USA:
USA:
USA:
USA:
USA:
USA:
USA:
USA:
USA:
USA:
USA:
USA:
USA:
USA:
USA:
USA:

Puerto Rico
Puerto Rico
Puerto Rico
Puerto Rico
Puerto Rico
Puerto Rico
Puerto Rico
Puerto Rico
Puerto Rico
Puerto Rico
Puerto Rico
Puerto Rico
Puerto Rico
Puerto Rico
Puerto Rico
Puerto Rico

Venezuela

USA:

Puerto Rico

Venezuela

Venezuela

USA:
USA:
USA:
USA:
USA:
USA:
USA:
USA:
USA:
USA:
USA:
USA:
USA:
USA:
USA:
USA:
USA:
USA:

Puerto Rico
Puerto Rico
Puerto Rico
Puerto Rico
Puerto Rico
Puerto Rico
Puerto Rico
Puerto Rico
Puerto Rico
Puerto Rico
Puerto Rico
Puerto Rico
Puerto Rico
Puerto Rico
Puerto Rico
Puerto Rico
Puerto Rico
Puerto Rico

Venezuela
Viet Nam
Viet Nam
Viet Nam
Viet Nam

2005
2005
2001
1998
2005
2005
2005
2005
2005
2004
2004
2004
2004
2004
2004
2004
2004
2004
2004
2007
2002
2005
2004
1999
1999
1999
1999
1998
1998
2003
2000
2003
2002
2002
1999
2000
1999
1998
2003
2003
2002
2001
2006
2006
2006
2006

Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
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322
323
324
325
326
327
328
329
330
331
332
333
334
335
336
337
338
339
340
341
342
343
344
345
346
347
348
349
350
351
352
353
354
355
356
357
358
359
360
361
362
363
364
365
366
367

EU660407.1
AY770511.2
EU596494.1
EU596493.1
EU596492.1
EU569691.1
EU569690.1
EU569689.1
EU569688.1
EU529705.1
EU529704.1
EU529703.1
EU529702.1
EU529699.1
EU529698.1
EU529697.1
EU529696.1
EU529692.1
EU529691.1
EU529690.1
EU529689.1
EU529688.1
EU529687.1
EU529686.1
EU529685.1
EU529684.1
EU482614.1
EU482613.1
EU482612.1
EU482596.1
EU482595.1
EU482566.1
EU482564.1
EU482563.1
EU482559.1
EU482558.1
EU482555.1
EU482462.1
EU482461.1
EU482460.1
EU482459.1
EU482458.1
EU482457.1
EU482456.1
EU482455.1
EU482454.1

DENV_3 VN BID V1326 2006
D3_INDIA_GWL 25 2003
DENV_3 US_BID V1417 2007
DENV_3 US_BID V1416 2007
DENV 3 US_BID V1415 2007
DENV_3_VE_BID V916 2001
DENV_3_VE_BID V915 2001
DENV_3_VE_BID V912 2001
DENV 3 VE BID V1115 2001
DENV_3 US_BID V1092 2004
DENV_3 US_BID V1091 2004
DENV 3 US BID V1090 1998
DENV 3 US BID V1089 2003
DENV 3 US BID V1080 2006
DENV 3 US BID V1079 2006
DENV 3 US BID V1077 2000
DENV 3 US BID V1076 1999
DENV_3 US_BID V1044 2006
DENV_3_VE_BID V911 2001
DENV 3 VE BID V908 2001
DENV_3 VE BID V907 2001
DENV_3 VE BID V903 2001
DENV 3 VE BID V1118 2001
DENV 3 VE BID V1117 2001
DENV 3 VE BID V1116 2001
DENV 3 VE BID V1113 2001
DENV_3_VE_BID V913 2001
DENV_3 VE BID V906 2001
DENV_3_VE_BID V904 2001
DENV 3 US BID V859 1998
DENV 3 US BID V858 2003
DENV 3 US BID V1088 1998
DENV 3 US BID V1078 2003
DENV 3 US BID V1075 1998
DENV 3 US BID V1050 1998
DENV 3 US BID V1049 1998
DENV 3 US BID V1043 2006
DENV_3 VN _BID V1018 2007
DENV_3 VN _BID V1017 2007
DENV_3 VN BID V1016 2006
DENV_3 VN BID V1015 2006
DENV_ 3 VN BID V1014 2006
DENV_3 VN _BID V1013 2006
DENV_ 3 VN BID V1012 2006
DENV 3 VN BID V1011 2006
DENV_3 VN _BID V1010 2006

Viet Nam

India
USA:
USA:
USA:

Puerto Rico
Puerto Rico
Puerto Rico

Venezuela

Venezuela

Venezuela

Venezuela

USA:
USA:
USA:
USA:
USA:
USA:
USA:
USA:
USA:

Puerto Rico
Puerto Rico
Puerto Rico
Puerto Rico
Puerto Rico
Puerto Rico
Puerto Rico
Puerto Rico

Puerto Rico

Venezuela

Venezuela

Venezuela

Venezuela

Venezuela

Venezuela

Venezuela

Venezuela

Venezuela

Venezuela

Venezuela

USA:
USA:
USA:
USA:
USA:
USA:
USA:
USA:

Puerto Rico
Puerto Rico
Puerto Rico
Puerto Rico
Puerto Rico
Puerto Rico
Puerto Rico
Puerto Rico

Viet Nam
Viet Nam
Viet Nam
Viet Nam
Viet Nam
Viet Nam
Viet Nam
Viet Nam
Viet Nam

2006
2003
2007
2007
2007
2001
2001
2001
2001
2004
2004
1998
2003
2006
2006
2000
1999
2006
2001
2001
2001
2001
2001
2001
2001
2001
2001
2001
2001
1998
2003
1998
2003
1998
1998
1998
2006
2007
2007
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2006

Submitted

Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
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368
369
370
371
372
373
374
375
376
377
378
379
380
381
382
383
384
385
386
387
388
389
390
391
392
393
394
395
396
397
398
399
400
401
402
403
404
405
406
407
408
409
410
411
412
413

EU482453.1
EU482452.1
FJ913015.1
FI898474.1
FJ898473.1
FI898472.1
FJ898471.1
FJ898470.1
FJ898469.1
FJ898468.1
FI898464.1
FJ898463.1
FJ898462.1
FJ898459.1
FJ898458.1
FJ898457.1
FJ898456.1
FJ898455.1
FI898447.1
FJ898446.1
FJ898445.1
FJ898444.1
FJ898443.1
FJ898442.1
FJ898441.1
FJ898440.1
FJ882578.1
FI882577.1
FJ882576.1
FJ882575.1
FI882574.1
FJ882573.1
FJ882572.1
FJ882571.1
FI873813.1
FI873812.1
FJ850111.1
FJ850110.1
FJ850109.1
FJ850098.1
FI850097.1
FI850096.1
FI850049.1
FI850048.1
FI850094.1
FI850092.1

DENV 3 VN BID V1009 2006
DENV 3 VN BID V1008 2006
DENV_3 BR_BID V2380 2001
DENV 3 VE BID V2971 2007
DENV 3 VE BID V2970 2003
DENV 3 VE BID V2969 2003
DENV 3 VE BID V2968 2002
DENV 3 VE BID V2967 2001
DENV 3 VE BID V2966 2001
DENV 3 VE BID V2965 2000
DENV 3 GY_BID V2980 2002
DENV 3 LC BID V2979 2001
DENV_3_AI BID V2976 2001
DENV_3_TT BID V2982 2002
DENV_3 PE BID V2981 2002
DENV 3 EC BID V2975 2000
DENV 3 WS BID V2973 1995
DENV_3 CK_BID V2972 1991
DENV 3 BR_BID V2983 2003
DENV_3 BR_BID V2977 2001
DENV 3 CO BID V2988 2007
DENV 3 CO BID V2986 2005
DENV 3 CO BID V2984 2003
DENV 3 MX_BID V2989 2007
DENV 3 MX_BID V2987 2006
DENV 3 MX_ BID V2985 2003
DENV_3_VE BID V2202 2001
DENV_3_VE_BID V2200 2001
DENV_3 NI BID V2420 1994
DENV_3 MZ BID V2418 1985
DENV_3 LK BID V2414 1985
DENV_3 LK BID V2413 1993
DENV_3 LK BID V2412 1989
DENV_3 LK BID V2411 1989
DENV 3 NI BID V2649 2008
DENV 3 NI BID V2647 2008
DENV_3 VE BID V2484 2007
DENV_3_VE BID V2482 2007
DENV 3 VE BID V2480 2007
DENV_3_VE BID V2455 2001
DENV_3_VE BID V2452 2001
DENV_3_VE BID V2201 2001
DENV 3 NI BID V2654 2008
DENV 3 NI BID V2653 2008
DENV_3 BR_BID V2403 2008
DENV_3 BR_BID V2400 2007

Viet Nam
Viet Nam
Brazil
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Guyana
Saint Lucia
Anguilla
Trinidad and Tobago
Peru
Ecuador
Samoa
Cook Islands
Brazil
Brazil
Colombia
Colombia
Colombia
Mexico
Mexico
Mexico
Venezuela
Venezuela
Nicaragua
Mozambique
Sri Lanka
Sri Lanka
Sri Lanka
Sri Lanka
Nicaragua
Nicaragua
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Nicaragua
Nicaragua
Brazil

Brazil

2006
2006
2001
2007
2003
2003
2002
2001
2001
2000
2002
2001
2001
2002
2002
2000
1995
1991
2003
2001
2007
2005
2003
2007
2006
2003
2001
2001
1994
1985
1985
1993
1989
1989
2008
2008
2007
2007
2007
2001
2001
2001
2008
2008
2008
2007

Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
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414
415
416
417
418
419
420
421
422
423
424
425
426
427
428
429
430
431
432
433
434
435
436
437
438
439
440
441
442
443
444
445
446
447
448
449
450
451
452
453
454
455
456
457
458
459

FJ850089.1
FI850086.1
FJ850083.1
FJ850080.1
FI850079.1
FI850056.1
FJ850055.1
FJ810416.1
FIg10414.1
FJ810413.1
FJ639731.1
FJ639730.1
FJ639729.1
FJ639728.1
FJ639727.1
FJ639726.1
FJ639724.1
FJ639723.1
FJ639722.1
FJ639721.1
FJ639720.1
FJ639719.1
FJ639716.1
FJ639715.1
FJ639714.1
FJ639713.1
FJ639712.1
FJ639725.1
FJ461338.1
FJ461337.1
FJ461334.1
FJ461329.1
FJ461326.1
FJ461322.1
FJ639827.1
FJ639826.1
FJ639825.1
FJ639817.1
FJ639816.1
FJ639810.1
FJ639807.1
FJ639805.1
FJ639804.1
FJ639803.1
FJ639801.1
FJ639800.1

DENV 3 BR_BID V2397 2006
DENV_3 BR_BID V2394 2005
DENV_3 BR_BID V2391 2004
DENV 3 BR_BID V2388 2003
DENV 3 BR_BID V2387 2003
DENV_3 US BID V1611 2004
DENV 3 US BID V1605 2004
DENV_3_VE BID V2453 2001
DENV_3_TH_BID V2322 2001
DENV_3_TH_BID V2319 2001
DENV_3 KH_BID V2092 2007
DENV 3 KH BID V2090 2006
DENV 3 KH BID V2089 2006
DENV 3 KH BID V2088 2005
DENV 3 KH BID V2086 2005
DENV_3 KH _BID V2083 2004
DENV_3 KH BID V2081 2003
DENV 3 KH BID V2080 2003
DENV_3 KH _BID V2079 2002
DENV_3 KH _BID V2078 2002
DENV_3 KH_BID V2073 2001
DENV_3 KH _BID V2071 2000
DENV_3 KH_BID V2054 2008
DENV 3 KH BID V2053 2008
DENV_3 KH BID V2052 2007
DENV_3 KH BID V2051 2007
DENV 3 KH BID V2050 2007
DENV_3 KH BID V2082 2003
DENV 3 VN BID V1953 2008
DENV 3 VN BID V1946 2008
DENV 3 VN BID V1936 2008
DENV 3 VN BID V1897 2007
DENV 3 VN BID V1891 2007
DENV 3 VN BID V1874 2008
DENV 3 VE BID V2268 2008
DENV 3 VE BID V2267 2008
DENV 3 VE BID V2266 2006
DENV 3 VE BID V2257 2006
DENV 3 VE BID V2256 2005
DENV_3 VE BID V2247 2005
DENV_3 VE BID V2244 2005
DENV_3 VE BID V2242 2005
DENV_3 VE_BID V2240 2005
DENV 3 VE BID V2239 2005
DENV_3 VE BID V2234 2004
DENV_3 VE BID V2233 2004

Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil

USA: Puerto Rico
USA: Puerto Rico

Venezuela
Thailand
Thailand

Cambodia:
Cambodia:
Cambodia:
Cambodia:
Cambodia:
Cambodia:
Cambodia:
Cambodia:
Cambodia:
Cambodia:
Cambodia:
Cambodia:
Cambodia:
Cambodia:
Cambodia:
Cambodia:
Cambodia:
Cambodia:

Viet Nam
Viet Nam
Viet Nam
Viet Nam
Viet Nam
Viet Nam
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela

Venezuela

SRP
PHP
BTB
PHP
BTB
PHP
PHP
KCH
KCH
KCH
PHP
PHP
PRV
PRV
KCH
PHP
KCH
KSO

2006
2005
2004
2003
2003
2004
2004
2001
2001
2001
2007
2006
2006
2005
2005
2004
2003
2003
2002
2002
2001
2000
2008
2008
2007
2007
2007
2003
2008
2008
2008
2007
2007
2008
2008
2008
2006
2006
2005
2005
2005
2005
2005
2005
2004
2004

Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
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460
461
462
463
464
465
466
467
468
469
470
471
472
473
474
475
476
477
478
479
480
481
482
483
484
485
486
487
488
489
490
491
492
493
494
495
496
497
498
499
500
501
502
503
504
505

FJ639799.1
FJ639798.1
FJ639795.1
FJ639793.1
FJ639792.1
FJ639791.1
FJ639790.1
FJ639789.1
FJ639787.1
FJ639786.1
FJ639785.1
FJ639784.1
FJ639782.1
FJ639781.1
FJ639780.1
FJ639779.1
FJ639778.1
FJ639777.1
FJ639776.1
FJ639775.1
FJ639774.1
FJ639772.1
FJ639771.1
FJ639770.1
FJ639769.1
FJ639768.1
FJ639767.1
FJ639766.1
FJ639765.1
FJ639763.1
FJ639762.1
FJ639761.1
FJ639760.1
FJ639759.1
FJ639758.1
FJ639757.1
FJ639756.1
FJ639755.1
FJ639754.1
FJ639753.1
FJ639752.1
FJ639751.1
FJ639750.1
FJ639749.1
FJ639747.1
FJ639746.1

DENV_3 VE BID V2232 2004
DENV_3 VE BID V2231 2004
DENV_3 VE BID V2228 2004
DENV_3 VE BID V2226 2004
DENV_3 VE BID V2225 2004
DENV_3 VE BID V2224 2004
DENV_3 VE BID V2223 2004
DENV_3 VE BID V2222 2004
DENV_3 VE BID V2220 2004
DENV_3 VE BID_ V2219 2003
DENV_3 VE BID_ V2218 2003
DENV_3 VE BID_ V2217 2003
DENV_3 VE BID_ V2215 2003
DENV_3 VE BID_ V2214 2003
DENV_3 VE BID_ V2213 2003
DENV_3 VE BID_ V2212 2003
DENV_3 VE BID V2211 2002
DENV_3 VE BID V2210 2002
DENV_3 VE BID_ V2209 2002
DENV_3 VE BID_ V2208 2002
DENV_3 VE BID V2207 2001
DENV 3 VE BID V2205 2007
DENV_3 VE BID V2204 2001
DENV_3 VE BID V2203 2001
DENV_3 VE BID V2199 2001
DENV_3 VE BID V2198 2001
DENV_3 VE BID V2197 2001
DENV_3 VE BID V2196 2001
DENV_3 VE BID V2195 2001
DENV_3 VE BID V2193 2001
DENV_3 VE BID V2192 2001
DENV_3 VE BID V2191 2001
DENV_3 VE BID V2190 2001
DENV_3 VE BID V2189 2001
DENV_3 VE BID V2188 2001
DENV_3 VE BID V2187 2001
DENV_3 VE BID V2185 2001
DENV_3 VE BID V2184 2001
DENV_3 VE BID V2183 2001
DENV_3 VE BID V2182 2001
DENV_3 VE BID V2181 2001
DENV_3 VE BID V2180 2001
DENV 3 VE BID V2179 2000
DENV 3 VE BID V2178 2000
DENV 3 VE BID V2175 2000
DENV_3 VE BID V2174 2000

Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela

Venezuela

2004
2004
2004
2004
2004
2004
2004
2004
2004
2003
2003
2003
2003
2003
2003
2003
2002
2002
2002
2002
2001
2007
2001
2001
2001
2001
2001
2001
2001
2001
2001
2001
2001
2001
2001
2001
2001
2001
2001
2001
2001
2001
2000
2000
2000
2000

Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
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506
507
508
509
510
511
512
513
514
515
516
517
518
519
520
521
522
523
524
525
526
527
528
529
530
531
532
533
534
535
536
537
538
539
540
541
542
543
544
545
546
547
548
549
550
551

FJ562107.1
FJ562103.1
FJ562102.1
FJ562100.1
FJ562099.1
FJ562097.1
FJ547085.1
FI547084.1
FJ547083.1
FI547082.1
FJ547081.1
FJ547080.1
FI547079.1
FI547078.1
FI547077.1
FI547076.1
FI547075.1
FI547074.1
FI547073.1
FI547072.1
FI547071.1
FJ547070.1
FI547069.1
FI547066.1
FI547062.1
FI547061.1
AB214882.1
AB214881.1
AB214880.1
AB214879.1
AB189128.1
ABI189127.1
AB189126.1
ABI189125.1
FJ478456.1
NC_001475.2
AY496871.2
FJ177308.1
DQ675533.1
DQ675531.1
DQ675532.1
DQ675530.1
DQ675529.1
DQ675528.1
DQ675527.1
DQ675526.1

DENV_3 US BID V2100 2000
DENV_3 VN BID V1957 2008
DENV_3 VN BID V1877 2007
DENV_3 VN BID V1824 2007
DENV_3 VN BID V1815 2007
DENV_3 VN BID V1790 2007
DENV_3 US BID V2126 2006
DENV_3 US BID V2122 2002
DENV_3 US BID V2119 2002
DENV_3 US BID V2118 2001
DENV_3 US BID V2117 2001
DENV_3 US BID V2115 2001
DENV_3 US BID V2114 2001
DENV_3 US BID V2113 2000
DENV_3 US BID V2112 2000
DENV_3 US BID V2111 2000
DENV_3 US BID V2110 2000
DENV_3 US BID V2108 2000
DENV_3 US BID V2107 2000
DENV_3 US BID V2106 2000
DENV_3 US BID V2103 2000
DENV_3 US BID V2099 1998
DENV_3 US BID V2098 1999
DENV_3 VN BID V1911 2008
DENV_3 VN BID V1833 2007
DENV_3 VN BID V1831 2007
D3 Hu TLI129NIID 2005

D3 Hu TL109NIID 2005

D3 Hu TLO29NIID 2005

D3 Hu TLO18NIID 2005

IN 98902890DFDV_3 1998

IN 98901517DHFDV_3 1998
IN 98901437DSSDV_3 1998

IN 98901403DSSDV_3 1998
DENV_3 US BID V2123 2002
NC 001475.2

D3 BDHO02 1 2002

D3 BR73354mosq 01

D3 99TW628

D3 98TW503

D3 98TWmosq

D3 98Tw434

D3 98Tw414

D3 98TW407

D3 98TW390

D3 98TW388

USA:

Puerto Rico

Viet Nam
Viet Nam
Viet Nam
Viet Nam
Viet Nam

USA:
USA:
USA:
USA:
USA:
USA:
USA:
USA:
USA:
USA:
USA:
USA:
USA:
USA:
USA:
USA:
USA:

Puerto Rico
Puerto Rico
Puerto Rico
Puerto Rico
Puerto Rico
Puerto Rico
Puerto Rico
Puerto Rico
Puerto Rico
Puerto Rico
Puerto Rico
Puerto Rico
Puerto Rico
Puerto Rico
Puerto Rico
Puerto Rico
Puerto Rico

Viet Nam
Viet Nam
Viet Nam

East Timor
East Timor
East Timor
East Timor
Indonesia
Indonesia
Indonesia

Indonesia

USA: Puerto Rico

Bangladesh
Brazil
Taiwan
Taiwan
Taiwan
Taiwan
Taiwan
Taiwan
Taiwan

Taiwan

2000
2008
2007
2007
2007
2007
2006
2002
2002
2001
2001
2001
2001
2000
2000
2000
2000
2000
2000
2000
2000
1998
1999
2008
2007
2007
2005
2005
2005
2005
1998
1998
1998
1998
2002

2002
2001
1999
1998
1998
1998
1998
1998
1998
1998
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Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
Submitted
16632907
Submitted
18495043
18495043
18495043
18495043
18495043
18495043
18495043
18495043
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552 DQ675525.1 D3 _98TW368 Taiwan 1998 18495043
553 DQ675524.1 D3 98TW364 Taiwan 1998 18495043
554 DQ675523.1 D3 98TW360 Taiwan 1998 18495043
555 DQ675522.1 D3 _98TW358 Taiwan 1998 18495043
556 DQ675521.1 D3 98TW349 Taiwan 1998 18495043
557 DQ675520.1 D3 98TW182 Taiwan 1998 18495043
558 DQ675519.1 D3 95TW466 Taiwan 1995 18495043
559 EU367962.1 D3 _CHINA_07CHLS001 Submitted

560 AY656170.1  Vectorp3(delta30) 15642976
561 AY656169.1  Vectorp3 15642976
562 AY656168.1  Vectorp4(delta30) D3L_ME 15642976
563 AY656167.1  Vectorp4 D3L_ME 15642976
564 AB074760 DENV-1 Mochizuqui Japon 1943 11386425
565 AF326573 DENV-4 814669 Dominica 1981 11716091
566 M20558 DENV-2 Jamaica/N.1409 Jamaica 3388770

Anexo 2. Isolados idénticos quando analisado o genoma completo. Todos os grupos
das cepas idénticas estdo separados por ponto e virgula (;). Entre paréntesis
encontram-se os isolados idénticos que foram excluidas e em negrito as cepas que ndo
foram eliminadas.

TH_V2327 01 (TH V2324 01 TH V2325 01); TH_ V231201 (TH V2314 01); 98TW360
(98TW349); 98TW358 (98TW364); IPC_V3831_07 (IPC_V3808_08); SRI_00_1266 (NC_001475.2);
SG_05K4647DK1 05 (SG_05K3312DK1 05); BR_V2983 03 (BR V2388 03); BR_V3451 06
(BR_V3429 06); BR_V3464_06 (BR V3427 06); BR_V3588 07 (BR V3470 07); PR_V1091 04
(PR_V1090 98 PR V1611 04); CO_V3402_05 (CO_V2986 05); CO_V3399 03 (CO V2984 03);
CO_V2978 01 (CO_V3392 01); VE_V1149 07 (VE V2483 07 VE V1150 07); VE_V2268_08
(VE_V2267_08) VE_V907_ 01 (VE V906 01); PR_V1604 04 (PR V1079 06); PR_V1050 98
(PR_V1448_98)

Anexo 3. Isolados idénticos quando analisado o gene da proteina C. Todos os grupos
das cepas idénticas estdo separados por ponto e virgula (;). Entre paréntesis
encontram-se os isolados idénticos que foram excluidas e em negrito as cepas que ndo
foram eliminadas.

KH_V2079_02 (KH_V2078_02); KH_V2080_03 (KH_V2077 02); H_IMTSSA_SRI_00_1266 (NC_001475.2);
SG_05K4477DK1_05 (SG_05K4440DK1_05); IN_98901517DHFDV_3_98 (IN_98901437DSSDV_3_98); IN_TB55i_04
(IN_KJ30i_04); CHINA_80_2 (BRDEN3RO1 02 M93130); Th0104_93 (TH_C0331 94 Th0055_93); D3MY00_22366
(Th1283_98); D3MY02_25811 (D3MY02_25850); TH_CH53489_1973 (TH_V3360_1973); D3AMY95_3952

(D3MY95_2471 D3MY96_4269); CO_V3405_07 (VE_V915 01_CO_V3403_05); BR_V3457_06 (BR_V3463_06);
D3BR_RP1_03 (BR_V3591 07 BR_V3609 07); BR_V3417_06 (BR_V3601 07 BR_V3456_06); LK_V2410_83
(LK_V2407 83 LK V2412 89); LK_V2405 83 (LK_V2414_1985); VE_V2481_07 (VE_V2266_06); CO_V3402_05
(CO_V2986_05); TT_V3928 02 (TT V2982 02); VE_V2242_05 (VE_V2222 04); VE_V1114_01 (VE_V2185 _01);
NI_V3073_08 (NI_V2649 08); PR_V1451 99 (VE_V2195 01 VE V2199 01); VE_V2213_03 (VE_V2196_01_VE V2207 01);
VE_V1116_01 (VE_V913_01); PR_V1614_04 (PR_V1475_02); VE_V2267_08 (VE_V1102_07_VE_V2268_08); IPC_V4306_07
(IPC_V4302_07); VN_V1817_07 (VN_V1815_07); VN_VI817_07 (VN_VI815_07); PR_V1730_03 (PR_V1608_04);
TH_V2329 01 (TH V2328 01 _TH_ V2312 01 _TH V2318 01 TH V2327 01 TH V2326 01 TH V2325 01 _TH V2324 01_
TH_V2320 01 _TH V2317 01_TH V2316 01 TH V2315 01 TH V2314 01 TH V2313 01 TH V2321 01 TH V2322 01
TH_ V2319 _01_TH_V2323_01); KH_V2082_03 (IPC_V3824 06_IPC_V4280 06 IPC_V4283 07 IPC_V3825 06_

_IPC_V3822 06_IPC_V3820_06_IPC_V3809 03 IPC_V3819 06 _IPC_V3830_07 IPC_V3804 08);

KH_V2088_05 (KH_V2089 06 NI V3073 08 NI V2649 08 _KH V2085 05
IPC_V4286_07_IPC_V3831 07 IPC_V3808 08 KH_V2087 05); KH_V2081_03
(IPC_V3815_06_IPC_V4308_07_IPC_V4298 07 PC V4284 07 IPC_ V4282 07 ); BRDEN3290_02
(PR V2108 00 _PR_V1478 02 PR_V1490 03 PR V1089 03 PR_V2100 00 PR V2115 01 PR_V1465 00);
SG_05K4648DK1_05 (SG_05K4647DK1 05 SG_05K4144DK1 05 _SG_05K3312DK1_05); SG_05K863DK1_05
(SG_05K827DK1 05 SG_05K802DKI_05); SG_05K4182DK1_05 (SG_05K4176DK1_05_SG_05K4168DK1 05 _
SG_05K4159DK1_05_SG_05K4141DK1 05 SG_05K3923DK1 05 SG 05K3912DKI 05 SG_05K3900DKI 05 SG_05K3329
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DK1 05 SG_05K3325DK1 05 SG_05K3324DKI1 05 SG_05K3305DKI1 05 SG_05K2918DK1 05 SG_05K2899DK1 05 SG_
05K2418DK1_05_SG_05K2406DK1 05 SG_05K871DK1 05 SG_05K868DK1 05 SG _05K852DK1 05 SG_05K845DK1 05
SG_05K805DK1 05 SG 05K797DK1 05 SG_05K791DK1 05 SG_05K3927DKI 05_SG_05K4157DK1 05 _SG_05K3887DK
1_05 SG_05K2933DK1 _05_SG_05K2400DKI1 05 SG_05K843DKI_05); Hu_TL129NIID_05
(Hu_TL109NIID_05_Hu TLO29NIID 05 Hu TLOISNIID 05)

D3MY05_34640

(D3MYO05_33927_D3MYO05_33610_IN_TB16_04 IN den3 98 04 D3MY03 27834 D3MY00 22583 D3MY00 22460 D3MY
00 22447 IN_PI64 04 D3MYO00 22550); PF89_27643_89 (CK_V2972 91 PF92 4190 92_ PF92 2986 92 PF92 2956 92

PF90_3056_90 _D3MY00 22460 D3MY00 22447 IN P64 04 PF90_6056_90); 98TW503
(98TWmosq_98TW434 98TW414 9STW407 98TW390 98TW388_9STW368 9STW36498TW360 98TW358_9STW349);
BDHO02_7 02 (BDH02_4 02 BDH02_ 3 02 D3MY04 33077 BDHO02 1 02); BR_V3444_06

(BR_V3606 07 BR_V3465 06_BR V3446 06 BR_V3442 06 BR_ V3423 06);
BR_V3605_07 (BR_V3593 07_BR_V3590_07 BR_V3588 07 BR_V3469 07 BR V3464 06 BR V3460 06 BR_ V3451 06
BR_V3441 06_BR_V3434 06 _BR_V3430 06 BR V3429 06_BR V3427 06 BR_V3424 06_BR V3431 06 BR_V3435 06
BR_V3584_06_BR_V3470_07); BR_V3598 07 (°PR_V1732_02 PR_V2122 02 PR_V2120 02); VE_V2965 00 (VE V2453 01 _
VE_V2178_00_VE_V2204 01_VE_V2203_01_VE V2188 01_VE V2175 00_VE V2174 00

VE_V2190_01); NI_V3072_08 (NI_V3068 08 NI V3066 08 NI V3057 08 NI V2644 08 NI V2934 08_ NI V2647 08
NI V2654 08 NI V3055 08); AI_V2976_01 (LC_V2979 01_CO_V3398 03 LC V3929 01_ BR_V2983 03 CO_V2988 07
BR_V2400 07 BR_V2397 06 BR_V2391 04 BR V2388 03); CO_V3395 03  (BRDEN397 04 BRDEN395 04 _
BR74886 02 D3MYO01 24056 99TW628 BR73354mosq 01 VE V1149 07 PR_V1736_99 CO_V3400 04 CO_V3395 03 C
0_V3393_02_VE_V2483 07 _CO_V2978 01 CO_V3399 03 CO V3392 01 VE V905 01 PR_V859 98 BR V2380 01 VE_
V2970 03 _VE_V2969 03_VE V2967 01 VE V2966 01 _BR_V2977 01_CO V2984 03 VE V2202 01 VE V2200 01 NI V
2420 1994 VE V2484 07 VE V2480 07 BR_V2387 03_VE V1113 01); PR_V1090_98 (EC V2975 00_ VE V2971 07_
PE_V2981 02 (PR_V1613_04 PR V1612 04 PR_V1091 04 PR V1611 04 VE V1593 05); VE_V2184_01
(VE_ V2183 01_VE V2181 01 _VE V2180 01 VE V2179 00 VE V2182 01); PR_V1616_04
(PR_V1623_05_PR_V1610 04 PR_V1609 04 PR V1044 06 PR_V1078 03 _PR V1043 06);

PR_V1417 07 (PR_V1416_07 PR_V1415 07_PR_V1077_00); PR_V1729 03 (PR_V2118 01 PR V1606 _04 PR V1731 03
PR_V1624 05 PR_V1622 05 PR _V1620 05 PR_V1619 05 PR_V1617 05 PR_V1604 04 PR_V1491 03 PR_V1079 06_
PR_V1075 98 PR_V1605 04 PR V2123 02 PR V1621 05 PR V1607 04 PR V1473 02 PR_V1615 04 PR V1625 05);
PR_V1460_00 (PR_V1049 98 VE V2208 02_VE V2209 02_VE V2212 03_VE_ V2214 03_VE V2218 03 VE V2220 04
PR_V1050 98 VE V2193 01_VE_V2189 01 _VE V2205 07_VE V2198 01 _PR_V1088 98 VE V906 01 VE V1117 01
VE_V1118_01_VE_V903_01_VE V907 01 VE V2234 04 VE V2257 06_VE V908 01 VE V1115 01 _VE V912 01
PR_V2098 99 VE V2244 05 PR_V1452 99 VE V2239 05 VE V1591 04 PR_V2099 98 PR V2111 00 PR V1448 98
PR_V1450 98 PR_V2126_06_VE_V2240_05_VE V1585 01_VE V1150 07 VE V2186 01_PR_V2105 00 PR V1454 99
PR_V2104_00_PR_V1466 99 VE V2228 04 VE V2224 04 VE_V2197 01 PR _V1737_99 PR_V1735 99 PR V1733 99
VE_V916 01 VE V2192 01 VE_V2232 04 PR V1455 99 VE V2211 02); PR_V1477_02 (PR_V2114 01
PR V2113 00 PR V2112 00 VE V2215 03_PR_V1480_03); VN_V1911_08 (VN_V1327_06_VN_V1017 07_
VN_V1015 06_VN_VI810 07 VN_V1831 07 DENV 3VN_V1936 08 VN V1891 07 VN V1877 07 VN V1783 07 VN_V
1882 07 VN_V1946 08 VN V1897 07_VN_V1824 07 VN V1833 07); VN_VI1326_06 (VN_VI330_ 06 VN V1018 07_
VN_V1014 06_VN_V1011_06_VN_V1957 08_VN_V1769 07_VN_V1790_07); IPC_V4294 07
(IPC_V3833_07_IPC_V3832_07_IPC_V3828 07 IPC_V3827 07 DTID ZJU04 KH V2054 08 KH V2086 050);

CH_CHLS001_07 (KH_V2083 04 KH V2053 08 KH V2051 07).

Anexo 4. Isolados idénticos quando analisado o gene da proteina prM. Todos os
grupos das cepas idénticas estdo separados por ponto e virgula (;). Entre paréntesis
encontram-se os isolados idénticos que foram excluidas e em negrito as cepas que ndo
foram eliminadas.

IPC_V3828 07 (IPC_V3827 07); KH_V2082_03 (IPC_V3809 03); IPC_V4306_07 (IPC_V4302_07); KH_V2085_05
(IPC_V4280_06_IPC_V3807_05); KH_V2075_01 (KH_V2077_02); TH_V2321_01 (TH_V2319 01); BR_PV1 03
(BRDEN397_04); H_IMTSSA_SRI_00_1266 (NC_001475.2); Singapore (99TW62); SG_05K4477_05 (SG_05K4440_05);
MY _32645 04 (MY 34640 05 MY 33610 _05); MY_22583_00 (MY 22550 00 MY 22460 00); IN_98901517 98
(IN_98901437_98); IN_TB55i_04 (IN_KJ30i_04); Hu_TL029NIID_05 (Hu_TLOI18NIID 05); CH_80 2 (DTID_ZJUO04);
Th0010_87 (Th0007_87 ); BDH02_7_02 (BDHO02 4 02 BDH02 3 02); MY_25850_02 (MY02 25811); VE_V907_01
(VE_V906_01); VE_V2205_07 (VE_V2189 01); VE_V2452_ 01 (VE_V1114_01_VE V2199 01); VE_V2244_05
(VE_V2234_04); VE_V2970_03 (VE_V2209 02 VE_V2208_02); BR_V2380_01 (BR_V2977 01); VE_V2267 08
(PR_V2126_06_VE V2268 08); PR_V1466_99 (PR_V2111 _00); VE_V2481 07 (VE_V2266_06); PR_V1616_04
(PR_V1610_04); PR_V1604_04 (PR_V1079_06); PR_V1731_03 (PR_V2123 02 PR_V1621_05); VE_V2200_01
(VE_V2192_01); VE_V2232_04 (VE_V2207 01); BR_V3417_06 (BR_V3601 07 BR_V3456_06); BR_V3584_06
(BR_V3593_07_BR_V3469 07); BR_V2983_03 (BR_V2394 05 _BR_ V2388 03); BR_V2403_08

(BR_V2400_07_BR_V2397 06); LC_V3929 01 (LC_V2979 01); TT_V3928_02 (TT_V2982 02); LK_V2405_1983
(LK_V2414_1985 LK_V2407 1983); CK_V2972_1991 PF90_3050_90 (PF89_ 320219 89 PF92 2956 92 PF 27643 89
PF92_4190 92 PF90_3056_90); VN_V1810_07 (VN_V1877 07); KH_V2054_08 (KH V2053 08);
KH_V2052_07(IPC_V4308_07_IPC_V4298 07 IPC_V4284 07 IPC V3815 06_IPC_V4290 07);VN_V1817_07

(VN_VI1815 07 _VN_V1326_06);PR_V2105_00(PR_V1732_02 PR_V1460 00 PR V2122 02 PR_V2120 02 PR V1476 02);
VE_V1149 07(VE_V2483 07 VE_V2484 07 VE V1150_07);IPC_V3808_08 (IPC_V3824 06 KH V2086_

05 KH_V2089 06 KH V2088 05 IPC_V4286 07 IPC_V3831 07 IPC_V4297 07 IPC_V3825 06_

IPC_V3820 06_IPC_V3819 06_IPC_V3826_07); VN_V1783_07 (VN_V1946 08 VN V1897 07 VN V1824 07_
VN_V1017_07_VN_ V1327 06_VN_V1015_06); VN_V1874_08 (VN_V1831 07 VN _V1936_08_VN V1018 07
VN_V1330_06); VE_V2256_05 (VE_V2226 04 VE V2217 03 VE V1113 01); PR_V859 98

(PR_V2114 01 PR V1447 98 PR V1451 99 PR V1449 98 PR V1448 98 PR V1050 98 PR_V1049 98 PR V2099 98);
NI_V3073_08(NI_V2649 08 NI V3072 08 NI_V3066_08 NI V3059 08 NI V3057 08 NI V2644 08 NI V2934 08 NI V2
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935 08 NI V2647 08 NI V2654 08 NI V2653 08);BR_V3424_06(BR_V3606_07_BR_V3590 07 BR_V3588_07 BR_V3470
_07_BR_V3465 06_BR_V3464 06 _BR_V3460 06 BR_V3451 06 BR_V3446 06 BR_V3442 06 BR V3441 06 BR V3434
06_BR_V3429 06 BR_V3427 06 BR_V3423 06 _BR V3444 06_BR V3431 06 BR_V3457 06 _BR_V3463 06);
PR_V1609_04 (PR_V1044 06_PR_V1078 03 PR_V1043 06 PR_V1076_99); PR_V1090_98
(PR_V1612_04 PR_V1091 04 PR_V1611_04);PR_V1622_05(PR_V1620_05 PR V1075 98 PR V1605 04 PR_V1619 05 PR
_VI417_07_PR_V1416_07 PR_V1415 07 PR_V1077_00 PR_V1625 05);PR_V2118_01(PR_VI481 03 PR V1473 02 PR_V
1624 05 PR_V1491 03);PR_V1465 00 PR_V1475 02 PR_V2100 00 PR_V2115 01 PR V2108 00 PR V2107 00 PR V10
92 04 PR_V2110 00 PR V1614 04 PR_V1453_99); PR_V1454 99 (PR_V1735 99 PR _V1733_99); PR_V2098_99
(VE_V905_01_VE V2202 01 BR V2387 03 VE V2965 00 VE V2455 01 _VE_ V2453 01_VE V908 01
VE_V1117_01_VE V912 01_VE V915 01 _VE V2201 01 _VE_V2181 01 VE V2180 01 VE V2184 01
VE_V2183_01_VE V2185 01 PR_V2098 99 VE V2198 01 VE V2179 00 VE V2186 01 VE V2210 02 VE V2197 01
VE_V2182 01_VE_V1116_01_VE_V913 01 VE V2188 01 VE V2175 00_VE V2174 00 VE V2204 01 VE V2178 00 V
E V904 01_VE_V2190 01 VE V2231 04);TH_V2329_01(TH_V2312 01 TH V2318 01 TH V2327 01 TH_ V2326 01 TH_
V2325 01 TH_ V2324 01 _TH V2323 01 TH V2320 01 TH V2317 01 _TH_ V2315 01 TH V2314 01 _TH_ V2313 01);
SG_05K4159 05 (SG_05K3900_05 SG_05K3887 05 SG_05K3329 05); SG_SS710_04
(SG_05K4648_05_SG_05K4647 05_SG_05K4454 05_SG_05K4182_05 SG_05K4176_05_SG_05K4168 05 SG_05K4157 05_
SG_05K4144 05 SG_05K4141 05_SG_05K3928 05_SG_05K3927 05_SG_05K3923 05 SG_05K3912 05_SG_05K3897 05
SG_05K3325_05_SG_05K3324 05_SG_05K3312_05_SG_05K3305_05_SG_05K2933_05_SG_05K2918 05_SG_05K2400 05_
SG_05K871 05 SG_05K868 05 SG_05K852 05_SG_05K845 05 SG_05K843 05 _SG_05K827 05_SG_05K805 05
SG_05K802_05_SG_05K797 05 SG_05K791_05_SG_05K3316_05_SG_05K2899 05 SG_05K2418 05 SG_05K3314_05);
98TW503 (98TWmosq_98TW414 9STW407 98TW390 98TW368_9STW364 98TW360_98TW358 98TW349); CO_V3402_05
(CO_V2986_05 VE V2967 01 VE_V2966_01_VE V2454 01); CO_V3393_02
(CO_V2978 01_CO_V3401 04 CO_V3399 03_CO_V3392 01_CO_V2984 03 CO_V3397 03 VE V2193 01); PY ASI2 02_
BR_RP1_03 (BRDEN395 04 BR74886 02 BR73354mosq _01)

Anexo 5. Isolados idénticos quando analisado o gene da proteina E. Todos os grupos
das cepas idénticas estdo separados por ponto e virgula (;). Entre paréntesis
encontram-se os isolados idénticos que foram excluidas e em negrito as cepas que ndo
foram eliminadas.

MY00 22583 (MY00 22550  MYO00 22460); TH_V2312_01(TH V2314 01 TH V2313 01); IPC_V4298 07
(IPC_V4290 07); KH_V2054 08 (KH_V2053 08); IPC_V3828 07(IPC_V3808 08); IPC_V3809 03
(KH_V2082_03); IPC_V4306 07 (IPC_V4302 07); VN_VI817 07 (VN_VI815 07); VN_V1330_06
(VN_V1018_07); BR_V3465_06 (BR_V3446_06_BR_V3444_06); BR_V3451_06(BR_V3429 06);
BR_V3588 07(BR_V3470 07 BR_V3434 06); BR_V3441 06 (BR V3424 06 BR V3431 06); BR_V3601 07
(BR_V3456 06 BR_V3417 06); BR V2380 01 (BR V2977 01); PR_V1618 05 (PR_V1609 04);
PR_V1044 06(PR_V1078_03); PR_V1616_04(PR_V1610 04); BR_V2983 03(BR V2388 03); TT_V3928 02
(TT_V2982 02); MART 99 1243 (NC _001475.2); SG_05K4647 05 (SG_05K4144 05 SG_05K3312_05);
SG_05K3897 05 (SG_05K3316_05); SG_05K4159 05 (SG_05K3900 05 SG 05K3329 05); SG_05K4141 05
(SG_05K3912_05);  LK_V2405 83(LK V2414 85);  CO_V3399 03(CO V2984 03);  VE_V1591 04
(VE_V2218 03 _VE V2228 04); VE_V2454 01 (VE_V2966 01); CO_V3402_05 (CO_V2986_05);
VE_V2267_08 (VE_V1102_07_VE_V2268 08); VE_V907 01 (VE_V906 01); VE_V2195 01 (VE_VI1113 01);
VE_V2199 01 (VE_V2452 01); CO_V2978 01 (CO V3392 01); VE_V912_01 (VE_V905 01); PR_V1733_99
(PR_V1454 99);  PR_V2110 00 (PR V2108 00 PR V1453 99);  PR_V1465 00 (PR _V2106_00);
PR_V1415_07(PR_V1077_00); NI_V2649 08 (NI V3069 2009 NI V2654 08); NI_V2935 08 (NI V2647 08);
NI_V3072_08 (NI V2644 08 NI V2934 08); PR_V1091 04 (PR_V1090 98 PR V1611 04); TH_V2318_01
(TH V2327 01 TH V2325 01 _TH V2324 01 TH V2323 01 TH V2321 01 TH V2320 01 TH V2317 0l
TH V2319 01 TH V2316 01 TH V2322 01); 98TW434 (98TW390_98TW388 98TW503
98TW364_98TW360 98TW358 98TW349):IPC_V3825 06  (IPC_V3822 06 IPC_V3820 06 IPC_V3819 06_
IPC_V3824_06); VN_V1327_06 (VN_V1017_07_VN_V1783_07 VN_V1897 07); BR_V3584 06
(BR_V3464_06 BR_V3457 06_ BR_V3442 06 BR_V3427 06); SG_05K3324_05
(SG_05K827 05 SG_05K805 05 SG_05K791 05 SG_05K863_05); SG_05K4454 05 (SG_05K4182 05
SG_05K4176_05_ SG_05K4168 05 SG_05K3928 05_ SG 05K3314 05_ SG_05K2400 05_ SG_05K871 05_
SG_05K868_05 SG_05K852 05 SG_05K845 05_SG_05K843 05_SG_05K797 05 SG_SS710 04

SG_05K4157 05_SG_05K3305_05); CO_V3400 04 (VE_V2197 01_VE_V2175_00_VE_V2965 00 _
VE_V2174 00 VE_V2178_00); VE_V2184_01 (VE_V2183 01_VE_ V2181 01 VE V2180 01 _VE_V2182 0l);
VE_V2483 07 (VE_V2484 07 VE V1149 07 VE_V2480 07_VE_ V1150 07); PR_V1050 98 (PR_V1448 98
PR V1447 98 PR V1451 99 PR V1088 98 PR V1737 99 PR V1455 99 PR V1736 99); PR _V1473 02
(PR_V1731_03 PR V2118 01 PR V2123 02)
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Anexo 6. Isolados idénticos quando analisado o gene da proteina NS1. Todos os
grupos das cepas idénticas estdo separados por ponto e virgula (;). Entre paréntesis
encontram-se os isolados idénticos que foram excluidas e em negrito as cepas que ndo
foram eliminadas.

KH_V2077_02 (KH_V2075_01); KH_V2079_02 (KH_V2078_02) MY_25850_02

(MY 25811 02 MY 22366 _00); KH_V2087_05 (KH_V2082_03); KH_V2054_08 (KH_V2053_08);
VN_V1817_07 (VN_V1815_07); VN_V1783_07 (VN_V1897 07_VN_V1946_08); BD_7_02
(BD_3 02 _BD 4 02); SG_05K3325_05 (SG_05K3928 05); TT_V3928 02 (TT V2982 02);
LC_V3929 01 (LC_V2979 01); PR_V1044_06 (PR_V1076 99 PR V1043 06); PR_V1609 04
(PR_V1616_04 PR_V1610_04); BR_V3456_06 (BR_V3417 06); BR_V3588 07 (BR_V3434 06);
NI_V3057_08 (NI_V2654 08 NI V3069 09); NI_V3072_08 (NI V2934 08 NI V3055 08);

PR _V1091_04 (PR_V1613 04 PR V1612 _04); VE_V905_01 (VE_V912 01); VE_V1149 07
(VE_V2480 07 VE V2484 07); VE_V2268_08 (VE_V1102_07); VE_V2213_03 (VE_V2207 01);
VE_V2257_06 (VE_V2232_04); VE_V2234 04 (VE_V2220_04); VE_V2189 01 (VE_V1115 01);
PR_V2120_02 (PR_V1732_02); PR_V1460_00 (PR_V1454 99 PR V1735 99): PR_V1625_05
(PR_V1620_05 PR_V1075_98); PR_V1416_07 (PR_V1077_00); PR_V1605_04 (PR_V1604_04);
PR_V1466_99 (PR_V2111_00); LK_V2405_83 (LK_V2414 85): TH_V2327 01

(TH_V2320 01 TH V2318 01 TH V2319 01 TH V2326 01 TH V2317 01

TH V2321 01 _TH V2323 01 _TH V2313 01 TH V2312 01 TH V2315 01 _TH V2316 01);
TW_mosq_98 (TW_414 98 TW 434 98 TW 390 98 TW 358 98 TW 360 98

TW 368 98 TW 503 98 TW 388 98 TW 407 _98); SG_05K4647 05

(SG_05K4144 05 SG_05K4648 05_SG_05K3324 05 SG_05K791 05 _SG_05K802 05 _
SG_05K2899 05 SG_05K827 05 SG_05K863_05_SG_05K2418 05); SG_05K871_05
(SG_05K3897 05 SG_05K3316_05_SG_05K4168_05 SG_05K4176_05_SG_05K3927 05_
SG_05K3913_05 SG_05K3887 05_SG_05K3329 05 SG_05K4159 05 _SG_05K3900 05);
SG_05K843 05

(SG_05K3305_05_SG_05K868 05 _SG_05K2933 05 SG_05K845 05 _SG_05K4182_05);
VN_V1882_07 (VN_V1877 07 VN_VI831 07 _VN V1891 07 VN_V1911 _08); KH_V4308_07
(KH_V4298 07 KH_ V4290 07 KH V4284 07); VN_V1786_07

(VN_V1824 07 VN_V1017 07_VN_V1015_06); BR_V3442_06

(BR_V3423 06 BR V3590 07 BR V3424 06 BR V3457 06 BR V3464 06 BR V3463 06 BR V
3431 06 _BR V3584 06 BR V3469 07 BR V3430 06_BR V3435 06); VE_V2454 01

(CO_V3394 03 _CO_V3393 02 VE V2966 01 VE V2191 01 VE V2967 01 VE V2452 01 VE V
2199 01_VE_V2195 01 VE V907 01 _VE V2205 07 VE V2192 01 VE V1114 01 _VE V2185 01
_VE_VI118 01_VE V2198 01 VE V2190 01 VE V2178 00 VE V2174 00); VE_V2186_01
(VE_V2184 01 VE V2183 01 VE V2180 01 VE V2182 01 _VE V2181 01 _VE V2179 00);

PR _V1729 03 (PR_V1491 03 PR V1481 03 PR V1626 05); PR_V2100_00

(PR_V2110_00 PR_V1465 00 PR_V2106_00); PR_V2098_99

(PR_V2099 98 PR V1450 98 PR V1050 98 PR V1049 98 PR V1449 98 PR V2112 00 PR V85
9 98).

Anexo 7. Isolados idénticos quando analisado o gene da proteina NS2a. Todos os
grupos das cepas idénticas estdo separados por ponto e virgula (;). Entre paréntesis
encontram-se os isolados idénticos que foram excluidas e em negrito as cepas que ndo
foram eliminadas.

SG_05K4477_05(SG_05K4440 05); MY_34640 05 (MY 33610 05 MY 33927 05 MY 33506 _05);
IN_TB55i_04 (IN_KJ30i_04 IN_TB16_04); MY_22460_00 (MY_22550_00);
CK_V2972_91(PF_320219 89 _PF 3056 90 PF 27643 89 PF_6056_90); TH_0104_93
(KH_V2077_02_KH_V2080 03 KH V2075 01); MY_25850 02 (MY 25811 02); KH_V2085 05
(KH_V2088_05); KH_V4306_07 (KH_V4302_07); KH_V4280 06 (KH_V3807 05); KH_V4298 07
(KH_V4290 07); KH_V4308_07 (KH_V4284 07 KH V4282 07); CH_CHLS001_07(KH_V3833 07
_KH_V2051_07); KH_V3828 07 (KH V3827 07); KH_V2054 08 (KH V2053 08); VN_V1817_07
(VN_V1815 07); VN_V1882 07 (VN V1831 07 VN _VI810 07 VN V1911 08 VN_V1017_07);
VN_V1783 07 (VN_V1946 08 VN V1824 07 VN_V1015 06); VN_V1011_06 (VN_V1953 08);
BD 3 02 (BD 4 02); SG_05K3912 05 (SG 05K4141 05); TT V3928 02 (TT V2982 02);
LC_V3929 01 (LC_V2979 01); PR_V1044_06
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(PR_V1078_03 PR V1618 05 PR V1609 04 PR V1610 04); MART 1243 99 (BR V2391 04);
BR_V3615 07 (BR V3456 06 BR V3417 06 BR V3601 07); BR_V3606 07 (BR V3444 06);

BR_V3465_06(BR V3446 06 BR V3442 06 BR V3423 06); BR_V3588 07
(BR_V3460 06 BR V3434 06); BR_V3584_06 (BR_V3593 07 BR_V3605_07);
NI_V2644_08(NI_V2934 08 NI V3055 08); NI V2935 08 (NI V2647 08); NI_V3066_08
(NI_V2649 08 NI V3073 08 NI V3059 08 NI V2653 08); PR_V1091_04

(PR_V1613_04 VE V2971 07); VE_V905 01 (VE_V912 01); CO_V3395 03 (CO V2978 01);
VE_V2268 08 (VE_V1102 07); VE_V2452 01 (VE_V2199 01 VE V2195 01); VE_V2200 01

(VE_V2192_01); VE_V2244 05 (VE_V2234 04 VE_V2220 04); VE_V2222_04
(VE_V2223 04 VE_V2969 03); VE_V2207 01 (VE V2204 01); VE_V2188 01 (VE V2203 01);
VE_V2970 03 (VE_V2208 02 _VE_V2209 02); PR_V2105_00

(PR_V1460_00 PR V1733 99 PR V1735 99);  PR_V1729 03(PR V1615 04); PR _V1731_03
(PR_V2123 02), PR_V1624 05 (PR V1491 03); PR_V1473 02 (PR V2118 01); PR_V1614 04
(PR_V1092 04 PR V1475 02); PR_V1050 98 (PR V1049 98); PR_V1466 99(PR V2111 00);
LK V2410 83 (LK V2412 89); LK V2405 83 (LK V2414 85 LK V2407 83); TH_V2327 01
(TH_V2320 01 TH V2318 01 TH V2319 01 TH V2326 01

TH V2321 01 TH V2322 01 _TH V2323 01 _TH V2313 01 _TH V2312 01_ TH V2317 01,
TH V2316 01, TH V2315 01); TW _mosq 98 TW (414 98 TW 434 98 TW 390 98
TW 358 98 TW 360 98 TW 368 98 TW 503 98 TW 388 98 TW 407 98); KH_V3825 06
(KH_V3822_06 KH V3820 06 KH V3819 06 KH V4283 07 KH V2090 06); SG_05K3887_05
(SG_05K3329 05 SG_05K4159 05 _SG_05K4157 05 SG_05K3900 05 _SG 05K3314_05 SG_05K79
7 05_SG_05K852_05_SG_05K2406_05_SG_05K2400 _05); SG_05K4647_05
(SG_05K4144 05 SG_05K4648 05_SG_05K3324 05 SG_05K791 05 _SG_05K802_05 SG_05K827
05_SG_05K863_05_SG_05K805 05 SG_05K3923 05_SG 05K871 05 SG_05K843 05 SG_05K3897
05_SG_05K3316_05_SG_05K4168_05_SG_05K4176_05_SG_05K3927 05 SG_05K3913 05 _SG_05
K3928 05 SG _05K3305 05 SG_05K868 05 SG_05K2933 05 _SG 05K845 05 SG_05K4182 05
SG_SS710 04); BR_V3424 06 (BR V3441 06 BR V3457 06 BR V3451 06 BR V3464 06_
BR_V3435_06 BR V3463 06 BR_ V3431 _06); VE_V2454 01
(VE_V2966 01 VE V2191 01 VE V907 01 VE V2215 03_VE V1113 01 VE V1115 01 VE VI
114 01_VE_V2185 01_VE V2219 03_VE V904 01 VE V2201 01 VE V2198 01 VE V1116 01
VE_V913_01_VE_V2455 01 _VE V2965 00 VE V2178 00 VE V2174 00 VE_ V2175 00 VE_ V21
86_01_VE V2184 01 VE V2183 01 VE V2180 01 VE V2181 01 VE V2179 00 VE V1585 01

VE V2193 01, VE_V2240_05); PR_V1625_05
(PR_V1620 05 PR V1622 05 PR V1417 07 PR V1415 07 PR V1619 05 PR V1605 04 PR V16
04 _04); PR_V2098_99 (PR_V2099 98 PR V1455 99 PR V2100_00 PR V2106_00_

PR_V1453 99 PR V1452 99 PR V1737 99 PR V1088 98 PR V1447 98 PR V1080 06 PR V85
9 98).

Anexo 8. Isolados idénticos quando analisado o gene da proteina NS2b. Todos os
grupos das cepas idénticas estdo separados por ponto e virgula (;). Entre paréntesis
encontram-se os isolados idénticos que foram excluidas e em negrito as cepas que ndo
foram eliminadas.

SG_05K4477_05 (SG_05K4440_05); IN_TB55i_04 (IN_KJ30i_04); MY _22583_00
(MY 22460 00 MY 22550_00); IN_PHS6_04 (IN_KJ71_04); ET_TL029 05
(ET_TLO18 05 _ET TL129 05 ET TL109 05); PF_4190_92 (PF_2986_92_PF 3056 90 _

PF_27643_89 PF_3050 90); TH_V2328 01 (TH V2329 01); KH_V2078 02 (KH_ V2071 _00); MY_25850_02
(MY 25811 02)  :KH V3830 07(KH V2050 07; KH_V4280 06 (KH V3807 05):; KH_V4308 07
(KH_V4298 07 KH V4290 07 KH V4284 07);  KH_V4282 07  (KH V2052 07);  KH_V2054 08
(KH_V2053 08); VN_VI817 07 (VN_VI8I5 07 VN_V1790 07); VN _VI330 06 (VN_V1018 07);
VN_V1874_08 (VN_V1957 08_VN_V1014_06 VN V1011 06); BD_7 02(BD 3 02 BD 1 02); TH_V3360_73
(TH_CH53489 73); BR_V2983 03 (BR_V2394 05 BR V2397 06_ BR_ V2391 _04);
BR_ V3456 06 BR V3417 06 BR_V3601 07); NI_V2935 08 (NI_V2647_08); EC_V2975_00
(PR_V1091_04 PR_V1612_04); CO_V3397_03 (CO_V3395 03_CO V3399 03_CO V2978 01_CO V3398 03_
CO_V3393 02); VE_V2217.03 (VE_V2215 03); VE_V2200 01 (VE V2192 01); VE_V2224 04
(VE_V2233_04); CO_V3402_05 (VE_V2178 00 VE_V2174 00 VE_V2175_00);VE_V2970 03 (VE_V2208 02
VE_V2209 02); PR_V1614 04 (PR_V1092 04 PR V1475 02);(PR_V1490 03)PR_V2108_00; (PR_V1736 99
PR_V1452 99 PR V1737 _99); PR_V2113_00 (MX_V2989 07); LK_V2410_83 (LK V2412 89): LK_V2405_83

(LK_V2414_85); MY_34640 05 (MY 33610 05 MY 33927 05 MY 33506 05 MY 28526 00_
MY 22447 00_ IN 98901517 98 IN_ 98901437 98 IN den98 04); TH_V2327 01
(TH_V2320 01 _TH_V2318_01_TH_V2319 01 TH_V2326_01_TH_V2317_01 TH_V2321 01

TH V2322 01 TH V2323 01 TH V2313 01) TH_V2312 01 (_ TH V2315 01 TH V2316 _01); TW_mosq_ 98
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(TW_414 98 TW 434 98 TW 390 98 TW 358 98 TW 360 98 TW 368 98 TW 503 98 TW 388 98);
KH_V4306_07

(KH_V4302_07 KH V3825 06 KH V3822 06 KH V3820 06 KH V4297 07 KH_ V3819 06 KH V3824 06);
KH_V4314_08

(KH_V4286_07 KH V2087 05 KH V2089 06 KH V2085 05 KH V2088 05 KH V3809 03 KH V2082 03
KH_V3832 07 CH_CHLS001 07); KH_V2051_07
(KH_V3826 07 KH V3828 07 KH V3827 07 _VN_V1326_06 VN_V1008_06); VN_V1882 07
(VN_V1877 07 _VN_VI1810 07 VN_V1891 07 VN_VI911 08 VN V1936 08 VN V1783 07 VN_V1897 07_
VN_V1946 08 VN V1824 07 _VN_V1833 07); VN_V1327_06 (VN_V1017_07_VN_V1015_06);
SG_05K3887 05  (SG_05K3329 05 SG_05K4159 05 SG_05K4157_05_SG_05K3900 05 SG_05K3314_05);
MART 1243 99

(TT_V3928 02 _TT V2982 02_GY V2980 02 LC V3929 01 LC_V2979 01 AI V2976 01 PR V1730 03 PR

V1608 04 PR V1044 06);

PR_V1078 03 (PR_V1076 99 PR_V1623 05 PR V1616 04 PR V1610 04 VE V911 01);

SG_05K4647 05

(SG_05K4144 05 SG_05K4648 05 _SG_05K3324_05_SG_05K791 05 SG_05K802 05 SG_05K2899 05_SG 05
K827_05_SG_05K863_05 SG_05K805 05);

SG_05K2418_05

(SG_05K3923 05 SG_05K871 05 SG_05K843 05_SG_05K3897 05 SG_05K3316 05 SG_05K4168_05_SG_05

K4176_05_SG_05K3927 05_SG_05K3913_05); SG_05K4454_05
(SG_05K3912_05_SG_05K3325 05_SG_05K4141 05_SG_05K852 05 SG_05K2406 05 SG_05K2400 05 SG 0
5K3305_05_SG_05K868_05); SG_05K2933 05
(SG_05K2918 05 SG_05K845 05 SG_05K4182_05_SG_SS710_04); BR_V3606_07
(BR_V3444 06 BR_ V3465 06 BR V3446 06 BR_V3423 06 BR V3590 07 _BR_V3424 06 BR V3441 06 B

R_V3457 06 _BR_V3451_06); BR_V3464_06 (BR_V3463 06 BR_V3431 _06); PR V2119 02
(BR_V2380 01 BR V2977 01 BR_V3584 06 BR_V3469 07 BR_ V3430 06 BR_ V3593 07 BR V3588 07 B

R_V3460_06); NI_V3057_08

(NI_V3066_08 NI V3068 08 NI V2649 08 NI V3072 08 NI V2644 08 NI V2934 08 NI V3055 08 NI V3
059 08 NI V2653 08);  VE_V2184 01  (VE_V2183 01 VE V2180 01 _VE V2182 01 _VE V2181 01);
VE_V905_01

(VE_V912_01_VE_ V2454 01_VE V2966 01 VE_V2191 01 _VE V2967 01 _VE V2212 03 _VE_ V1149 07 VE
V2484 07 VE_V1102_07 VE_V2213_03_VE_V2207_01); VE_V2232_04
(VE_V915 01 _VE V2452 01_VE_V2199 01 _VE_V2195 01_VE V907 01 VE V2189 01 VE V2218 03 VE_
V2214 03_VE_V2244 05 VE_V2234 04 VE V2220 04);

VE_V1590_04(VE_V2185 01 _VE V2231 04 VE V2202 01 _VE V908 01 VE V2196 01 VE V2242 05 VE_

V2222 04 VE_V2223 04 VE_V2969 03 VE V904 01); VE_V2201_01
(VE_VI1118_01_VE V2968 02 VE V2455 01 _VE_V2965 00 VE V2204 01 VE V2188 01 VE V2203 01 V
E_V2186_01_VE_V2179 00 VE V2193 01 _VE V903 01); PR_V1625 05

(PR_V1620_05 PR_V1622 05 PR_V1075 98 PR_V1417 07 PR V1416 _07 PR V1415 07 PR_V1077_00 PR_
V1619 05 PR _V1605 04 PR V1604 04 PR_V1615_04);

PR_V1478 02
(PR_V1089_03 PR_V858 03 PR_V2100 00 PR V2110 00 PR V2106 00 PR V2115 01 PR V2107 00 PR_

V1453 99); PR_V2099 98
(PR_V2104_00_PR_V2105 00 PR V1460 00 PR_V1733 99 PR V1454 99 PR V1735 99 PR_V1455 99 PR_
V1088 98 PR V1450 98 PR V1447 98); PR_V1050_98

(PR_V1049 98 PR V1449 98 PR V2112 00 PR_V1080 06 PR V859 98 PR V2117 01 NI V2420 94);
PR_V1621_05 (PR_V1607 04 PR_V1731_03_PR_V2123 02 PR V1481 03 PR V1473 02).

Anexo 9. Isolados idénticos quando analisado o gene da proteina NS3. Todos os
grupos das cepas idénticas estdo separados por ponto e virgula (;). Entre paréntesis
encontram-se os isolados idénticos que foram excluidas e em negrito as cepas que ndo
foram eliminadas.

SG_05K4477_05 (SG_05K4440_05); MY_22583 00 (MY 22460 00 MY 22550 00);ET_TL018_05
(ET_TL109_05);TH_V2313_01(TH_V2312_01);KH_V4306_07 (KH_V4302_07);KH_V3809 03
(KH_V2082 03);  KH V4298 07  (KH V4290 07); KH_ V4308 07  (KH V4284 07);
VN_V1877_07(VN_V1831_07); VN_V1330_06(VN_V1018_07); SG_05K3912_05 (SG_05K4141_05);
TT_V3928 02(TT_V2982 02); LC_V3929 01 (LC_V2979 01); PR_V1044 06(PR_V1078 03);
PR_V1043_06 (PR_V1618_05); PR_V1616_04 (PR_V1610_04); BR_V3456_06
(BR_V3417 06 BR V3601 _07); BR_V2380_01 (BR_V2977 01);

BR_V3606_07 (BR V3444 06); BR_V3465 06 (BR V3446 06); BR_V3457 06 (BR V3463 06);
BR_V3584 06 (BR V3469 07); NI_V2934 08 (NI V3055 08); PR_V1091 04 (PR V1612 04);
VE_V905 01 (VE_V912 01);VE_V2480 07 (VE V2484 07); VE_V2213_03(VE_V2207 01);
VE_V2200 01 (VE_V2192 01); PR_V1733 99 (PR V1454 99); PR_V1415 07 (PR_V1077_00);
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PR_V1605_04 (PR_V1604_04); PR_V2108_00 (PR_V2106_00); PR_V1736_99
(PR_V1452 99 PR V1088 98); LK V2405 83 (LK V2414 85); VE_V2970 03 (VE V2208 _02);
TW_ 414 98 (TW_434 98 TW 358 98 TW 368 98 TW 388 98 TW 407 98); KH_V3825 06 (

KH V3822 06 KH V3820 06 KH V3819 06 KH V3824 06); VN_V1783 07
(VN_V1897 07 VN V1833 07 _VN_V1327 06 _VN_V1015_06); SG_05K3923 05
(SG_05K871_05_SG_05K843 05 SG_05K3316_05_SG_05K4176_05); SG_05K3887_05
(SG_05K3329_05 SG_05K797 05); SG_05K3897 05
(SG_05K3927 05 SG_05K3900 05 _SG_05K852_05 SG_05K2918 _05); SG_05K4647 05
(SG_05K4648 05 SG_05K791 05 _SG_05K802_05_SG_05K2899 05); SG_05K827 05
(SG_05K863_05_SG_05K805 05 SG_05K2418 05 _SG_SS710_04); BR_V3442 06

(BR_V3423 06 BR V3424 06 BR V3441 06 BR V3451 06); BR_V3464 06 (BR V3431 06);
VE_V2184 01 (VE V2183 01 VE V2180 01 VE V2182 01 VE V2181 01); VE_V2967 01

(VE_V2452 01 VE_V2199 01 _VE V2195 01_VE V1114 01); VE_V2185 01
(VE_V2453 01 _VE V2178 00 VE V2175 00 VE V903 01); PR_V1625_05
(PR_V1620_05 PR V1622 05 PR V1619 05); PR_V1447 98

(PR_V1050 98 PR V1049 98 PR V1451 99 PR V1449 98); PR_V2112_00 (PR_V1080 06).

Anexo 10. Isolados idénticos quando analisado o gene da proteina NS4a. Todos os
grupos das cepas idénticas estdo separados por ponto e virgula (;). Entre paréntesis
encontram-se os isolados idénticos que foram excluidas e em negrito as cepas que ndo
foram eliminadas.

SG_05K4477_05(SG_05K4440_05);MY_33610_05(MY 33927 05 MY 33506 05 MY 32645 04);I
N_98901517 98(IN_98901437 98):MY_22583_00(MY 22460 00 MY 22550 00);IN_PH86_04(IN P
164_04);ET_TL029_0S(ET TLO18 05 ET TLI129 05);CH_80_2(M93130 BR ROl 02);TH_V2319_
01(TH_V2322_01);KH_V2077_02(KH_V2080 03);KH_V2087_05(KH V2089 06 KH V2085 05 K
H_V2088_05);KH_V4306_07(KH_V4302_07);H_V3804_08(KH_V4300 07);KH_V4280_06(KH V38
07_05);KH_V3809 03(KH V2082 03);KH_V4298 07(KH V4290 07);KH_V3828 07(KH V3827 0
7);KH_V4294_07(KH_V3826 07 KH V2054 08);VN_V1817_07(VN_V1815 07 VN_V1326 06 VN
_V1331_06);VN_V1882_07(VN_V1831 07 VN _VI911 08 VN V1936 _08);SG_05K4647 05 SG 05
K4144 05 SG_05K4648 05);TT_V3928 02(TT V2982 02);LC_V3929 01(LC_V2979 01_AI V2976
_01);PR_V1730_03(PR_V1608_04);BR_V2983 03(BR_V2394 05 BR V2403 08);BR_V3456_06(BR
V3417 06_BR_V3601_07);BR_V2380_01(BR_V2977 01);BR_V3441 06(BR_V3431 06);BR V358
4 06(BR_V3469_07);NI_V3072_08(NI_V2644 08 NI V2934 08 NI V3055 08);PR_V1091 04(PR_
V1613_04 PR V1612 _04);CO_V3397 03(CO_V3395 03 CO V2978 01 _CO V3400 04);VE_V2480
_07(VE_V2484 07);VE_V2268_08(VE_V1102_07);VE_V1149_07(VE_ V2482 07);VE_V1591_04(VE
V2228 04 VE_V2218 03);VE_V2217_03(VE_V2215 03_VE_V2220 04);VE_V1114_01(VE_V218
5 01 _VE V2219 03 VE V2202 01);VE_V2223 04(VE_V2969 03);
VE_V2481_07(VE_V2266_06);VE_V2193_01(VE_V903 01);

PR_V1478_02(PR_V1089 03);PR_V1614_04(PR_V1092_04);PR_V1736_99(PR_V1452 99 PR V17
37 99);PR_V1473_02(PR_V2114 01);MX_V2989 07(MX_ V2987 06);MART 1243 99(PE_V2981 0
2 EC_V2975_00 NI V2420 94):LK_V2410 83(LK V2412 89);LK_V2405_83(LK_V2414 85);CK_
V2972 91 (PF_320219 89,

PF_3056 90 PF 27643 89 PF 6056 90 PF 2956 92 PF 3050 90 WS V2973 95);TH V2327 01(T
H V2320 01 TH V2318 01 TH V2326 01 TH V2317 01 TH V2323 01 _TH V2313 01 TH V23
12_01);TH_V2316_01(TH_V2328 01 TH V2329 01 TW mosq 98 TW 414 98 TW 434 98 TW _
390 98 TW_358 98);TW 360 98(TW 368 98 TW 503 98 TW 388 98 TW 407 98);KH_ V3822 _
06(KH_V3820 06 KH V4297 07 KH_ V3819 06 KH V3824 06 KH V4308 07 KH V4284 07 K
H V4282 07 KH V3833 07 KH V2083 04 KH V2081 03);

VN_V1783_07(VN_V1946 08 VN_V1327 06 VN V1017 07 VN V1015 06 VN V1016 06 VN V
1330 _06_VN_V1018 07 VN_V1957 08 VN_V1009 06);SG_05K3912_05(SG_05K3325 05 SG_05
K4141_05_SG_05K3928 05 _SG_05K3324 05 SG_05K791 05 SG_05K802 05 _SG_05K2899 05 SG
05K827_05,SG_05K863 05 SG_05K805 05 SG_05K2418 05_SG_05K3923 05 _SG_05K871 05_
SG_05K843 05_SG_05K3897 05 SG_05K3316_05 SG_05K4168 05 SG_05K4176_05_SG_05K3927
_05_SG_05K4454 05_SG_05K3887 05 SG_05K3329 05 _SG_05K4159 05 SG_05K4157 05,
SG_05K3900 05 SG_05K3314 05_SG_05K797 05 SG_05K852 05,
SG_05K2406_05_SG_05K2400 _05_SG_05K3305_05_SG_05K868_05); SG_05K2918_05
(SG_05K845 05_SG_SS710_04);PR_V1044_06(PR_V1078 03 PR V1076 99
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PR V1043 06 PR V1618 05 PR V1609 04 PR V1616 04 PR V1610 _04);BR_V3442_06(BR_V35
90 07 BR_V3424 06 BR_V3457 06 BR_ V3451 06 BR V3464 06 BR V3435 06 BR V3463 06 _
BR V3430 06 BR V3593 07 BR V3460 06 BR V3434 06 BR V3605 07);
NI_V3057_08(NI_V2654 08 NI V3069 09 NI V3066 08 NI V3068 08 NI V2649 08 NI V3073
08 NI V2935 08 NI V2647 08 NI V3059 08 NI V2653 08);

VE_V905_01(VE_V912 01 VE V2454 01 VE V2247 05 VE V2213 03_VE V2207 01 _VE V225
7 06_VE V2232 04 VE V2452 01 VE V2199 01 VE V2211 02 _VE V907 01 VE V2205 07 V
E_ V2189 01 VE V2200 01 VE V2192 01 VE V1115 01_VE V2196 01 VE V2224 04 VE V91
6_01_VE_V904 01 VE V2201 01 VE V2197 01 VE V1118 01_VE V2210 02);VE_V2198 01(V
E V1116 01 _VE V913 01_VE V2965 00 VE V2178 00 VE V2174 00 VE V2175 00 VE V218
6 01 VE_V2184 01 VE V2183 01 VE V2180 01 VE V2182 01 VE V2181 01 VE V2179 00);
PR_V1625_05(PR_V1620 05 PR V1622 05 PR V1075 98 PR V1415 07 PR_V1077 00 PR V16
19 05 PR_V1605 04 PR_V1604 04 PR V2098 99 PR V2099 98 PR V2120 02 PR V1732 02 P
R V2104 00 PR V2105 00 PR V1733 99 PR V1454 99 PR V1735 99 PR V1731 03 PR V212
3 02 PR V1491 03 PR V1481 03 PR V1626 05 PR V1606 04 PR V1455 99 PR V1453 99 PR
V1088 98 PR V1450 98 PR V1447 98 PR V1050 98 PR V1049 98 PR V1451 99 PR V1449
98 PR_V2103 00 PR V1466 99 PR V2111 00 PR_V1080 06 PR V859 98 PR V2117 01);

Anexo 11. Isolados idénticos quando analisado o gene da proteina NS4b. Todos os
grupos das cepas idénticas estdo separados por ponto e virgula (;). Entre paréntesis
encontram-se os isolados idénticos que foram excluidas e em negrito as cepas que ndo
foram eliminadas.

SG_05K4477 05 (SG_05K4440 05);;MY_34640_05 (MY 33610 05 MY 33927 05 MY 32645 04 _
MY 28526 00); IN_TBS5i 04 (IN_KJ30i 04);IN_98901517 98 (IN 98901437 98);MY_22583_00
(MY 22460 00 MY 22550 _00);ET_TL029_05 (ET_TL129_05);PF_2986_92
(PF_320219 89 PF 27643 89 PF 6056 90);TH_V2327_01 (TH_V2326_01);TH_V2313_01
(TH_V2312_01);KH_V2077 02 (KH_V2080 03);KH V2079 02 (KH_ V2078 02);KH_V4286_07
(KH_V2087 05 KH V2089 06 KH V2085 05 KH V2088 05);KH_V3825 06

(KH_V3822 06 KH V3820 06 KH V3819 06 KH V3824 06);KH_V4280 06

(KH_V3807_05);KH_V2054 08 (KH_ V2053 08);VN_V1817 07 (VN_V1790 07);VN_V1329 06
(VN_V1008_06);VN_V1831_07 (VN_V1936_08);VN_V1783_07 (VN_V1897 07);BD_7_02

(BD_3 02);BD_4 02 (BD_1_02);TT_V3928 02 (TT_V2982_02);PR_V1730 03
(PR_V1608_04);BR_V3456 06 (BR V3417 06);BR_V2380 01 (BR V2977 01);BR V3444 06
(BR_V3465 06 BR_V3446_06);BR_V3584_06 (BR_V3469 07 BR_V3593 07);BR_V3588 07
(BR_V3460_06 BR_V3434 06); NI_V2654 08  (NI_V3068 08 NI V2649 08 NI V3073 08);
NI_V72_08 (NI_V2644 08 NI V2934 08 NI V3055 08); NI_V2935 08
(NI_V2647 08);PR_V1091 04 (PR V1613 04); VE_V905 01 (VE V912 01);VE_ V1149 07
(VE_V2480 07 VE_V2484 07 PR V2126 06);VE_V2213 03 (VE_V2207 _01);VE_V2452 01
(VE_V2199 01);VE_V2205 07 (VE_V2189 01);VE V2228 04 (VE_V2218 03);VE V2242 05
(VE_V2222 04 VE_V2969 03);VE_V1116_01 (VE_V913_01);VE_V2970 03
(VE_V2208 02);VE_V2184 01  (VE_V2183 01);PR V2120 02  (PR_V1732 02);PR_V1625 05
(PR_V1620_05 PR V1622 05 PR V1416 07);R V1731 03 (PR_V2123_02);PR_V1605_04
(PR_V1604 04 PR V1729 03_PR V1615 04 PR V2118 01);PR_V1614 04

(PR_V1092_04 PR V1475 02);VE_V2192_01 (PR_V2110_00);PR_V1050 98

(PR_V1049 98);PR_V1449 98 (PR V2112 00);PR V1466 99 (PR V2111 _00);PR_V1080 06
(PR_V859 98):MX_V2989 07 (MX_ V2987 06);LK V2410 83  (LK_V2412 89);LK_V2405 83
(LK_V2414 85 LK_V2407 83TH V2320 01 TH V2318 01 TH V2319 01 TH V2317 0l);

TH_ V2321 01  (TH V2322 01 TH V2323 01 TH V2316 01 TH V2328 01); TW_mosq 98

(TW 414 98 TW 434 98 TW 390 98 TW_358 98TW 360 98 TW 368 98 TW 503 98
TW 388 98 TW 407 98);KH_V4308_07 (KH_V4298 07 KH V4290 07 KH V4284 07_
KH_V3815 06); CH_CHLS001_07 KH_V2051_07); VN_V1882_07

(VN_V1810 07 VN V1891 07 VN V1946 08);  VN_V1824 07 VN V1833 07 VN V1327 06_
VN_V1017_07_VN_V1015_06);SG_05K4647 05

(SG_05K4144 05 SG_05K4648 05_SG_05K802 05 SG_05K827 05 SG_05K863_05);
SG_05K3887_05 (SG_05K3329 05 SG_05K4159 05_SG_05K4157 05_SG_05K3900 05
SG_05K797 05_SG_05K852_05_SG_05K2406_05_SG_05K2400 05); SG_05K843 05
(SG_05K3305_05_SG_05K868 05 SG_05K2933 05 SG_05K2918 05 _SG_05K845 05 _SG_05K4182
05);SG_05K3324 05  (SG_05K791 05_SG_05K2899 05 SG_05K805 05  SG_05K2418 05
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SG_05K3923 05 SG_05K871 05 _SG_05K3897 05 SG_05K3316_05_SG_05K4168 05
SG_05K3927 05 SG_05K3913 05 _SG_05K4454 05 SG 05K3912 05 _SG_05K3325 05 SG_05K414
1 05 SG_SS710_04);PR_V1044 06 (PR V1078 03 PR V1076 99 PR V1043 06 PR V1618 05_
PR_V1623 05 PR V1609 04 PR V1616 04 PR V1610 04);BR_V3442_06

(BR_V3423 06 BR V3590 07 BR V3424 06 BR V3441 06 BR V3457 06 BR V3451 06 BR V
3464 06 _BR V3435 06 BR V3463 06 BR V3431 06);VE_V2455 01

(VE_V2453 01_VE_V2965 00 VE V2204 01 VE V2188 01 VE V2203 01 VE V2178 00 VE V
2174 00 VE_V2175_00);VE_V2454 01 (CO_V3397 03 _CO_V3401 04 CO V3395 03_
VE_V2966 01 VE_V2967 01 _VE V1117 _01_VE V907 01 _VE V2185 01 VE V2202 01
VE_V908 01 PR V2100 00 PR V1465 00 PR V2106 00 PR _V2107_00); VE_V2190 01
(VE_V2186 01 VE V2180 01 VE V2182 01 _VE V2181 01 VE V2179 00 PR V2098 99
PR_V2099 98 PR V1460 00 PR V1733 99 PR V1735 99 PR V1455 99 PR V1736 99 PR V14
52 99 PR V1737 99 PR_V1088 98 PR V1450 98 PR V1447 98 PR V1451 99);

Anexo 12. Isolados idénticos quando analisado o gene da proteina NS5. Todos os
grupos das cepas idénticas estdo separados por ponto e virgula (;). Entre paréntesis
encontram-se os isolados idénticos que foram excluidas e em negrito as cepas que ndo
foram eliminadas.

SG_05K4477 05 (SG_05K4440 05);  MY_33610_05 (MY 33927 05);IN_98901517_98
(IN_98901437 98); MY_22583_00 (MY 22460 00);TH_V2313_01 (TH_V2312_01);KH_V4306_07
(KH_V4302_07);KH_V3822_ 06 (KH V3819 06); KH_V3820 06 (KH V3824 06);KH_V4298 07
(KH_V4284 07); KH_V3828 07 (KH_V3827 07);VN_V1824 07 (VN_V1833 07):SG_05K3897 05

(SG_05K3316_05); SG_05K3923 05 (SG_05K4176_05_SG_05K3927 05);SG_05K3912_05
(SG_05K3325_05_SG_05K4141_05);SG_05K3887_05 (SG_05K3329_05);TT_V3928 02
(TT_V2982 02);PR_V1623 05 (PR V1609 04);BR_V3456 06 (BR V3417 06);BR_V2380 01
(BR_V2977_01);BR_V3465_06 (BR_V3446_06);BR_V3424_06
(BR_V3457 06_BR_V3463_06 BR V3431 06);NI_V3057_08 (NL_V2654_08);NI_V2644_08
(NI_V3055_08);VE_V2480 07 (VE V2484 07);VE V2452 01  (VE_V2199 01);VE_V2217_03
(VE_V2215_03);VE_V2178_00 (VE_V2174_00_VE_V2175_00);PR_V2104_00

(PR_V1460_00);PR_V1605 04 (PR V1604 04);PR_V2100_00 (PR V2115 01);TH_V2327 01
(TH_V2320 01 TH V2318 01 TH V2319 01 TH V2326 01 _TH V2317 01 TH V2321 01);TW_
mosq_98 (9TW 414 98 TW 434 98 TW 390 98 TW 358 98 TW 368 98 TW_503_980);
SG_05K791_05 (SG_05K802_05_SG_05K2899 05 SG_05K827 05_SG_05K863 05
SG_05K805_05); SG_05K843_05 (SG_05K4454 05_SG_05K3314_05 SG_05K3305 05_
SG_05K868 05 SG_05K845 05); BR_V3442_06 (BR_V3423_06_BR_V3451 06_
BR_V3464 06 BR V3435 06); VE_V2184 01 (VE_V2183_01_VE_V2180 01 _
VE_V2182 01 VE V2181 01);  VE_V915 01  (VE_V2185 01 VE V903 01 PR V2099 98
PR V1088 98 PR V1447 98 PR V1050 98 PR V1049 98 PR V859 98);



Anexo 13.

Arvore  filogenética usando o
método de Neighbor-joining com
base na sequéncia do gene da
proteina C de 188 isolados de
DENV-3. Cepas representativas
de DENV-1, 2 e 4 foram
utilizados como grupo externo. O
tamanho dos ramos é
proporcional a percentagem de
divergéncia. O melhor modelo
evolutivo de substituicdo de
nucleotideos foi de Tamura Nei
(TrN+G) com corre¢do gamma
(G) de 1.2. As analises foram
apoiadas  utilizando o  teste
estatistico de bootstrap de 1000
replicas e os valores estdo
indicados nos principais ramos.
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Anexo 14.
Arvore filogenética usando
o método de Neighbor-
joining com  base na
sequéncia do gene da
proteina  prM de 268
isolados de DENV-3. Cepas
representativas de DENV-
1, 2 e 4 foram utilizados
como grupo externo. O
tamanho dos ramos é
a
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Anexo 15.

Arvore  filogenética usando o
método de Neighbor-joining com
base na sequéncia do gene da
proteina E de 424 isolados de
DENV-3. Cepas representativas
de DENV-1, 2 e 4 foram
utilizados como grupo externo. O
tamanho dos ramos é
proporcional a percentagem de
divergéncia. O melhor modelo
evolutivo de substituicdo de
nucleotideos foi de Tamura Nei
(TrN+G) com corre¢do gamma
(G) de 1.2. As analises foram
apoiadas  utilizando o  teste
estatistico de bootstrap de 1000
replicas e os valores estdo
indicados nos principais ramos.
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Anexo 16.

Arvore  filogenética usando o
método de Neighbor-joining com
base na sequéncia do gene da
proteina NSI de 371 isolados de
DENV-3. Cepas representativas
de DENV-1, 2 e 4 foram
utilizados como grupo externo. O
tamanho dos ramos é
proporcional a percentagem de
divergéncia. O melhor modelo
evolutivo de substituicdo de
nucleotideos foi de Tamura Nei
(TrN+G) com corre¢do gamma
(G) de 1.2. As analises foram
apoiadas  utilizando o  teste
estatistico de bootstrap de 1000
replicas e os valores estdo
indicados nos principais ramos.




Anexo 17.

Arvore  filogenética usando o
método de Neighbor-joining com
base na sequéncia do gene da
proteina NS2a de 328 isolados de
DENV-3. Cepas representativas
de DENV-1, 2 e 4 foram
utilizados como grupo externo. O
tamanho dos ramos é
proporcional a percentagem de
divergéncia. O melhor modelo
evolutivo de substituicdo de
nucleotideos foi de Tamura Nei
(TrN+G) com corre¢do gamma
(G) de 1.2. As analises foram
apoiadas  utilizando o  teste
estatistico de bootstrap de 1000
replicas e os valores estdo
indicados nos principais ramos.
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Anexo 18.

Arvore  filogenética usando o
método de Neighbor-joining com
base na sequéncia do gene da
proteina NS2b de 233 isolados de
DENV-3. Cepas representativas
de DENV-1, 2 e 4 foram
utilizados como grupo externo. O
tamanho dos ramos é
proporcional a percentagem de
divergéncia. O melhor modelo
evolutivo de substituicdo de
nucleotideos foi de Tamura Nei
(TrN+G) com corre¢do gamma
(G) de 1.2. As analises foram
apoiadas  utilizando o  teste
estatistico de bootstrap de 1000
replicas e os valores estdo
indicados nos principais ramos.
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Anexo 19.

Arvore  filogenética usando o
método de Neighbor-joining com
base na sequéncia do gene da
proteina NS3 de 431 isolados de
DENV-3. Cepas representativas
de DENV-1, 2 e 4 foram
utilizados como grupo externo. O
tamanho dos ramos é
proporcional a percentagem de
divergéncia. O melhor modelo
evolutivo de substituicdo de
nucleotideos foi de Tamura Nei
(TrN+G) com corre¢do gamma
(G) de 1.2. As analises foram
apoiadas  utilizando o  teste
estatistico de bootstrap de 1000
replicas e os valores estdo
indicados nos principais ramos.
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Anexo 20.

Arvore  filogenética usando o
método de Neighbor-joining com
base na sequéncia do gene da
proteina NS4b de 323 isolados de
DENV-3. Cepas representativas
de DENV-1, 2 e 4 foram
utilizados como grupo externo. O
tamanho dos ramos é
proporcional a percentagem de
divergéncia. O melhor modelo
evolutivo de substituicdo de
nucleotideos foi de Tamura Nei
(TrN+G) com corre¢do gamma
(G) de 1.2. As analises foram
apoiadas  utilizando o  teste
estatistico de bootstrap de 1000
replicas e os valores estdo
indicados nos principais ramos.
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Anexo 21.
Arvore filogenética usando
o método de Neighbor-
joining com base na
sequéncia do gene da
proteina NS5 de 464
isolados ~ de  DENV-3.
Cepas representativas de
DENV-1, 2 e 4 foram
utilizados  como  grupo
externo. O tamanho dos
ramos ¢é proporcional a
percentagem de
divergéncia. O  melhor
modelo evolutivo de
substitui¢dao de
nucleotideos foi de Tamura
Genétipo I1T Nei (TrN+ G) com
corre¢do gamma (G) de
1.2. As analises foram
apoiadas utilizando o teste
estatistico de bootstrap de
1000 replicas e os valores
estdo indicados nos
principais ramos.
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Anexo 22. Visualizagdo de todas as cepas que contem delegoes na regiao RNC3’
(10265-10288).
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Anexo 23. Arvore filogenética do genétipo I (n=53) e II (n=137) do DENV-3, usando o método de
Neighbor-joining com base na sequéncia completa do genoma. Cepas representativas do gendtipo III foi
utilizado como grupo externo. O tamanho dos ramos € proporcional a percentagem de divergéncia. O
melhor modelo evolutivo de substituicdo de nucleotideos foi de Tamura Nei (TrN+G+I) com corre¢ao
gamma (G) de 0.9342 e propor¢do de sitios invaridveis (I) de 0.5124. As analises foram apoiadas

utilizando o teste estatistico de bootstrap de 1000 replicas e os valores estdo indicados nos principais
ramos.
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Anexo 24. Arvore filogenética do gendtipo 11T (n=347) do DENV-3, usando o método de Neighbor-
joining com base na sequéncia completa do genoma. Cepas representativas do gendtipo I e II foram
utilizados como grupo externo. O tamanho dos ramos é proporcional a percentagem de divergéncia. O
melhor modelo evolutivo de substituicdo de nucleotideos foi de Tamura Nei (TrN+G+I) com corregao
gamma (G) de 1.3342 e proporgdo de sitios invaridveis (I) de 0.4124. As analises foram apoiadas
utilizando o teste estatistico de bootstrap de 1000 replicas e os valores estdo indicados nos principais
ramos.
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