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RESUMO 

 

A febre do dengue é uma das mais importantes arboviroses distribuída por 

todas as áreas tropicais do mundo. O vírus dengue (VDEN) é transmitido 

principalmente pela picada do mosquito Aedes aegypti infectado. A dispersão 

do vetor e o aumento do fluxo migratório entre países possibilitaram a 

ocorrência de grandes epidemias e manifestações clínicas severas, como febre 

hemorrágica do dengue (FHD) e Síndrome do choque do dengue (SCD).  O 

objetivo deste trabalho foi realizar a caracterização molecular de isolados do 

VDEN sorotipo 1 (VDEN-1) no Brasil ao nível dos genes estruturais C/prM/M/E  

de 29 cepas isoladas durante epidemias ocorridas no Brasil no período de 1994 

a 2008. A identidade nucleotídica entre as cepas de VDEN-1 do estudo em 

relação às outras isoladas no Brasil variou de 96,1% a 100%, enquanto o 

percentual de identidade de aminoácidos foi determinado entre 98,4% a 100%. 

As diferenças de aminoácidos entre as cepas do estudo, quando comparadas 

com a cepa FGA/89 (Guiana Francesa), mostraram a presença de importantes 

substituições não-sinônimas com mudança de caráter bioquímico, tais como os 

resíduos E297 (Met →Tre) e E338 (Ser→Leu), sendo necessário estudos para 

verificar se essas alterações podem ou não estar relacionadas à virulência. A 

análise filogenética para a proteína E, realizada por meio do método de 

máxima verossimilhança para as cepas do estudo e outras cepas selecionadas 

do banco de dados do Genbank, mostraram que as cepas de VDEN-1 isoladas 

no Brasil desde 1982 pertencem ao genótipo V, corroborando com os 

resultados publicados anteriormente. O tempo de divergência do VDEN-1, 

estimado através da hipótese de relógio molecular, mostrou que este vírus teve 

sua origem a partir de uma linhagem ancestral, há aproximadamente, 113 anos 

e observou-se ainda que as cepas de VDEN-1 circulantes no Brasil e as 

provenientes da África possuem um ancestral comum, sendo necessário 

estudos de filogeografia que mostrem as possíveis rotas de entrada do VDEN-1 

no Brasil. 

 

Palavras-chave: Vírus dengue 1, Flavivirus, Flaviviridae 
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ABSTRACT  

 

Dengue fever is one of the most important arboviral disease distributed to all 

tropical areas of the world. Dengue virus (DENV) is transmitted mainly by the 

bite of infected Aedes aegypti mosquitoes. The dispersion of the vector and the 

increase of migration between countries caused the occurrence of major 

epidemics and severe clinical manifestations, such as the dengue hemorrhagic 

fever (DHF) and the dengue shock syndrome (DSS). The objective of this study 

was the molecular characterization of isolates of DENV-1 in Brazil at the level of 

structural genes C / prM / M / E of 29 strains isolated during outbreaks occurred 

in Brazil between 1994 and 2008. The nucleotide identity among strains of this 

DENV-1 study compared with other strains isolated in Brazil ranged from 96.1% 

to 100%, while the percentage of amino acid identity was determined between 

98.4% to 100%. The amino acid differences between strains of the study, 

compared with the strain FGA/89 (French Guiana) showed the presence of 

important non-synonymous substitutions change of the amino acid  biochemical  

character, such as the E297 residue (Met → Thr) and E338 (Ser → Leu), more 

detailed studies are needed to investigate if any of them may be related to 

DENV-1 virulence. The phylogenetic analysis of the E gene, performed using 

the maximum likelihood method for the studied strains and other strains 

selected from the database of GenBank showed that the DENV-1 isolates from 

Brazil since 1982 belonged to genotype V, confirming previously published 

data. The time of divergence of DENV-1, estimated by molecular clock method, 

showed that this virus was originated from an ancestral lineage, there are 

approximately 113 years and it was also observed that DENV-1 strains 

circulating in Brazil and those from Africa have a common ancestor, and finally  

it is necessary phylogeographic studies to show the possible routes of entry of 

DENV-1 in Brazil. 

 

Keywords: Dengue virus 1, Flavivirus, Flaviviridae 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. DENGUE: BREVE HISTÓRICO 

 

No final do século XX, o mundo passou a enfrentar o 

ressurgimento de algumas doenças infecciosas, dentre elas a dengue, uma das 

mais importantes arboviroses (viroses transmitidas por artrópodes 

hematófagos, principalmente mosquitos e carrapatos) em termos de morbidade 

e letalidade, constituindo um grave problema de saúde pública no Brasil e na 

maioria dos países tropicais (Guzman & Kouri, 2002).  

Existe descrição durante a dinastia Chin na China (265 a 420 d.C) 

de uma doença com características clínicas compatíveis com a dengue. 

Entretanto, os primeiros relatos de dengue foram descritos entre os anos de 

1779 e 1780, com o registro de uma grande epidemia, possivelmente 

ocasionada pelo vírus dengue (VDEN), que atingiu os continentes Asiático, 

Africano e Americano (Gubler,1998).  

A febre do dengue tem sido descrita clinicamente por mais de 200 

anos, enquanto que os primeiros relatos de febre hemorrágica do dengue 

foram observados em Manila nas Filipinas entre 1953 e 1954, espalhando-se 

nos vinte anos subseqüentes para outras regiões do sudeste Asiático e 

também para as Ilhas do Pacífico (Pinheiro & Corber, 1997; Gubler, 1997). 

Depois da Segunda Guerra Mundial, a epidemiologia do VDEN 

mudou no Sudeste Asiático, devido a grande expansão geográfica do mosquito 

Aedes aegypti, o aumento da densidade da população do mesmo, e a elevação 
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da circulação do vírus dengue em diversas cidades e países. A alta densidade 

vetorial foi decorrente, principalmente, de criadouros artificiais resultantes das 

sucatas de veículos abandonados após a Segunda Guerra Mundial (Gubler, 

1997; Gubler & Meltzer, 2003).    

No continente Americano, uma doença semelhante a dengue foi 

descrita primeiramente na cidade da Filadélfia, EUA, em 1780, e era conhecida 

como febre quebra-ossos. Nas décadas de 1950, 1960 e 1970, as epidemias 

de dengue eram raras devido ao programa de erradicação do Aedes aegypti 

desenvolvido nas Américas do Sul e Central, com o objetivo principal de 

eliminar a transmissão urbana da febre amarela (Gubler, 1998). 

Na década de 1970, com a interrupção do programa de 

erradicação, houve a reinfestação das áreas livres de Aedes aegypti, o que 

resultou em mudanças epidemiológicas, uma vez que permitiu a rápida 

dispersão do mosquito e a reintrodução do vírus dengue, e consequentemente 

o surgimento de novas epidemias nas Américas, após um grande período sem 

transmissão viral (Gubler, 1998).  

 

 

1.2. AGENTE ETIOLÓGICO: O VÍRUS DENGUE (VDEN)  

 

O VDEN pertence à família Flaviviridae, gênero Flavivirus, e 

apresenta quatro sorotipos antigenicamente distintos, denominados: VDEN1, 

VDEN2, VDEN3 e VDEN4. Este vírus, como os demais Flavivirus, apresenta 
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morfologia esférica, com 40 - 60 nm de diâmetro, exibindo projeções na 

superfície de 5-10 nm (Chambers et al., 1990; Fauquet et al., 2005). 

O genoma é constituído por uma molécula de ácido ribonucléico 

(RNA) de fita simples, polaridade positiva, com aproximadamente 11 Kilobases 

(Kb), um nucleocapsídeo de simetria icosaédrica, envolvido por uma bicamada 

lipídica (envelope), derivada de membranas da célula hospedeira (Chambers et 

al., 1990; Fauquet et al., 2005). A organização da partícula viral se apresenta 

sob duas formas, uma intracelular, caracterizada pela presença do precursor 

da proteína de membrana prM, e a forma extracelular, a qual é caracterizada 

pela presença da proteína M (Figura 1) (Stadler et al., 1997).   

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dímero de E 

 

E 

prM 

Forma Extracelular Forma Intracelular  

M 

Bicamada lipídica 

Capsídeo 

Genoma 

Figura 1 - Organização estrutural da partícula dos flavivírus.  

Fonte: Adaptado de Chambers et al. (1990). 
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1.3. ORGANIZAÇÃO GENÔMICA 

 

O genoma do VDEN é constituído por uma região codificadora 

que pode variar de 10.158 a 10.173 nucleotídeos, dependendo do sorotipo do 

VDEN, sendo flanqueada por regiões terminais não traduzidas (RTN) 5’ e 3’  

que possuem 100 e 450 nucleotídeos, respectivamente (Chambers et al., 

1990). 

A 5’ RNT  está envolvida na tradução do genoma, participa da 

replicação viral, atuando na complementariedade da cadeia negativa, a qual 

serve de sitio de iniciação da cadeia positiva durante o processo de replicação 

do RNA (Lindenbach & Rice, 2003). Uma característica importante desta região 

consiste na presença de uma seqüência não conservada entre os diferentes 

flavivirus, que apresentam, porém, uma estrutura secundária comum entre eles 

na 5’ RNT (Brinton & Dispoto,1988; Cahour et al., 1995; Hahn et al., 1987; 

Lindenbach & Rice, 2003). 

 A 3’  RNT tem um papel importante no processo de replicação 

(Lindenbach & Rice, 2001; Markoff, 2003; Tajima et al., 2006). Com base na 

diferença do nível de conservação, esta região pode ser dividida em: região 

variável, localizada logo depois da cadeia aberta para leitura; região terminal, a 

qual é bem conservada e contém uma seqüência de ciclização (SC1) e uma 

estrutura em haste (“stem-loop”) estável; e região localizada entre as duas 

citadas anteriormente, que exibe nível de conservação moderado e contém 

vários “hairpin” (Markoff, 2003; Bryant et al., 2005; Tajima et al., 2006). Estudos 

sugerem que a 3’ RNT   interaje com diversas proteínas de relevância 
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funcional, tais como as proteínas não estruturais NS3 e NS5 (Chen et al., 

1997a; Cui et al., 1998). 

As proteínas virais são codificadas e traduzidas dentro da ORF 

(Open Reading Frames - cadeia aberta para leitura) como uma única 

poliproteína, que no sentido da região amino (N) terminal -5’ para a carboxi (C) 

terminal - 3’, após o processo de clivagem traducional, dá origem a três 

proteínas estruturais: a proteína do capsídeo (C), o precursor da proteína de 

membrana (PrM), e a proteína do envelope (E); e sete proteínas não-

estruturais: NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b e NS5,  sendo estas de 

caráter regulatório, uma vez que não fazem parte da estrutura do vírus, e 

portanto são ativadas somente durante a replicação  viral (Figura 2) (Chambers 

et al., 1990).  

Uma peptidase sinal derivada do hospedeiro é responsável pelas 

clivagens ao nível das junções das proteínas C/prM, prM/E, E/NS1, e próxima 

da região carboxi-terminal da NS4a (Chambers et al., 1990; Stadler et al., 

1997). Uma serina protease, codificada pelo vírus, é responsável pelas 

clivagens entre as junções das proteínas NS2a/NS2b, NS2b/NS3, NS3/NS4a, 

NS4a/NS4b e NS4b/NS5; a enzima responsável pela clivagem da NS1/NS2a 

até o momento é desconhecida (Lindenbach & Rice, 2003).  
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1.4. PROTEÍNAS VIRAIS 

 

1.4.1. Proteínas estruturais  

 

1.4.1.1. Proteína de Capsídeo (C) 

 

A proteína C possui peso molecular em torno de 13 kilodaltons 

(kDa) e forma juntamente com o RNA, o nucleocapsídeo viral (Lindenbach & 

Figura 2 - Organização genômica dos flavivírus. As setas em preto representam os 

sítios de clivagem pela enzima signalase. As setas em branco representam os 

sítios de clivagem pela protease viral. A partícula viral representada mostra as 

proteínas maduras após o último passo do processamento.  

Fonte: Adaptado de Chambers et al. (1990). 



 23 

Rice, 2003). Esta proteína é essencial no processo de montagem da partícula 

viral, entretanto, o mecanismo pelo qual ocorre a formação do capsídeo 

(encapsidação) ainda não está esclarecido, mas provavelmente requer, além 

da proteína C, a participação de proteínas não estruturais (Ma et al., 2004).  

Esta proteína possui resíduos básicos, e estes se encontram 

agrupados na região N e C terminal, separados por um pequeno domínio que 

faz sua associação com a membrana da célula hospedeira, e provavelmente 

tais resíduos mediam a interação com o RNA (Khromykh & Westaway, 1996; 

Markoff et al., 1997).  

 

1.4.1.2. Proteína de Membrana (PrM/M) 

 

A prM é uma glicoproteína precursora da proteína de membrana 

(M), e possui peso molecular de, aproximadamente, 18 a 19 kDa. A proteína 

prM forma um heterodímero intracelular, estabilizando a proteína E durante a 

via exocítica, e assim impede a exposição prematura do peptídeo de fusão em 

pH  baixo (Stadler et al., 1997) .  

A clivagem da proteína prM ocorre antes da partícula viral ser 

liberada da célula, permitindo que a proteína estrutural M fique ancorada no 

envelope viral, e o segmento “pr” seja liberado no meio extracelular (Westaway, 

1980). Dessa forma, demonstrou-se recentemente que a regulação eficiente da 

clivagem ao nível da junção prM / M é importante para replicação viral, uma vez 

que o aumento do processo de clivagem potencializa a infectividade do vírus,  

entretanto, diminui a liberação de partículas virais, possivelmente por resultar 



 24 

na retenção do vírus ou na sua fusão prematura no compartimento de Golgi, 

levando a uma redução dos títulos virais (Keelapang et al.,2004). 

 

1.4.1.3. Proteína de Envelope (E) 

 

A proteína E compõe o envelope viral e possui peso molecular, de 

aproximadamente, 53 kDa. Além disso, forma projeções na superfície do vírus, 

e possui determinantes antigênicos para hemaglutinação e neutralização, 

sendo considerada a principal proteína viral (Henchal et al., 1985). Esta 

proteína desempenha atividades importantes: montagem do vírus; receptor de 

ligação; participa do processo de fusão de membrana; é o principal alvo para 

anticorpos neutralizantes (Chambers et al., 1990).  

A proteína E é glicosilada e forma homodímeros, sendo que cada 

monômero é constituído de três domínios distintos, denominados: domínio I, 

que constitui a região central N terminal; domínio II, o qual compreende uma 

região de dimerização e peptídeo de fusão; e domínio III, que abriga a região 

do receptor de ligação (Modis et al., 2004; Chin et al., 2007).  

O domínio III tem sido sugerido como o receptor de 

reconhecimento e ligação do vírus à membrana celular, devido ao seu 

dobramento semelhante à imunoglobulina, sendo então associado com 

estruturas que tem a função de adesão. Além disso, essa região está projetada 

perpendicularmente à superfície do vírus mais do que qualquer outra parte da 

proteína E (Rey et al., 1995). 
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1.4.2. Proteínas Não Estruturais  

 

1.4.2.1. NS1 

 

A proteína NS1 é uma glicoproteína de peso molecular em torno 

de 46 kDa, com 12 resíduos de cisteína extremamente conservados, sítios de 

glicosilação invariáveis, além de regiões de alta homologia entre os flavivirus 

(Chambers et al., 1990). Esta glicoproteína está localizada no interior do 

Retículo endoplasmático, mas também pode ser encontrada associada à 

membrana celular e livre no meio extracelular (forma solúvel), entretanto, como 

não contêm domínios de transmembrana, a natureza da associação com a 

membrana é controversa (Chambers et al., 1990; Lindenbach & Rice, 2003; 

Clyde et al.,2006).  

A forma extracelular da NS1 induz função imunoprotetora, sendo 

caracterizada como antígeno fixador de complemento solúvel, presente no soro 

e tecidos de células infectadas (Schlesinger et al., 1985; Jacobs et al., 1992; 

Clyde et al., 2006). Dessa maneira, a NS1 do VDEN é um importante alvo para 

o diagnóstico de infecção por dengue, uma vez que esta proteína circula em 

níveis elevados no sangue durante a fase aguda da doença. Além disso, 

estudos recentes demonstraram que os níveis de NS1 secretada no plasma 

têm correlação com os níveis de viremia e, portanto, também pode ser utilizada 

para diagnosticar pacientes em risco para o desenvolvimento de dengue 

hemorrágico (Das et al., 2009). 
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1.4.2.2. NS2A e NS2B 

 

A NS2A é uma proteína pequena, de peso molecular em torno de 

22 kDa, com características hidrofóbicas, com um importante papel no 

processamento da NS1. A região N terminal da NS2A é gerada via clivagem da 

NS1-NS2A por uma enzima do hospedeiro localizada no retículo 

endoplasmático, a qual ainda é desconhecida (Falgout & Markoff, 1995), e a 

região C terminal é gerada através da clivagem pela serina protease viral ao 

nível do citoplasma da célula hospedeira (Chambers et al., 1990).  

A NS2B é uma proteína de peso molecular de 14 kDa e  está 

associada à membrana. Segundo alguns estudos, a NS2B possui um domínio 

hidrofílico conservado constituído de 40 resíduos, o qual desempenha atividade 

de cofator ao formar um complexo com a NS3, e assim promove a atividade de 

serina protease da NS3 (Falgout et al., 1991;1993; Jan et al., 1995; Leung et 

al., 2001). Esse domínio é flanqueado por resíduos hidrofóbicos com função de 

promover a associação entre o complexo da protease e a membrana de células 

infectadas (Clum et al., 1997; Leung et al., 2001).  

 

1.4.2.3. NS3 

 

A NS3 é uma proteína de peso molecular em torno de 69 kDa, 

muito conservada entre os flavivirus, e com extensões hidrofóbicas curtas 

(Chambers et al., 1990). A região N terminal desta proteína possui atividade de 

serina protease na clivagem pós-traducional da poliproteína viral, enquanto a 
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porção C terminal possui atividade de nucleotídeo trifosfatase (NTPase), RNA 

trifosfatase (RTPase) e de helicase (Nall et al., 2004; Chappell et al., 2005).  

A NS3 serina protease é responsável pela clivagem da proteína 

do capsídeo, e ao nível dos sítios situados nas junções das proteínas 

NS2A/NS2B, NS2B/ NS3, NS3/NS4A, e provavelmente no sítio NS4A/NS4B e 

NS4B/NS5 (Nall et al., 2004; Chappell et al., 2005). A atividade de helicase é 

essencial para a replicação viral, e por este motivo, a NS3 é um importante alvo 

no desenvolvimento de drogas antivirais (Grassmann et al., 1999; Matusan et 

al., 2001; Sampath et al., 2006).  

 

1.4.2.4. NS4A e NS4B 

 

A NS4A é uma proteína hidrofóbica de pequeno peso molecular 

em torno de 16 kDa, a qual não tem a sua função bem esclarecida, porém, 

alguns estudos tem sugerido que  a NS4A é requerida em algumas etapas da 

replicação do RNA (Miller et al., 2007). A NS4B é uma proteína transmembrana  

com peso molecular de 27 kDa, que está localizada em sítios de replicação e 

no núcleo celular (Westaway et al., 1997).  

 

1.4.2.5. NS5 

 

A NS5 possui peso molecular de cerca de 103 kDa, sendo a 

maior proteína viral. Esta proteína possui seqüências de aminoácidos bem 

conservadas entre os flavivirus, características básicas e não possui extensão 
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hidrofóbica longa (Chambers et al., 1990). É uma proteína multifuncional com 

atividade de RNA polimerase depedente de RNA (RdRp) e metiltransferase, e 

também está envolvida na formação do terminal Cap do RNA viral (Koonin et 

al, 1993; Tan et al, 1996; Miller et al., 2007). 

 

 

1.5. DIVERSIDADE GENÉTICA  

 

 A evolução do VDEN tem sido importante para a virulência do 

mesmo em humanos e para a epidemiologia da dengue. Dessa forma, a 

distribuição das variantes genéticas dos VDEN1, VDEN2, VDEN3 e VDEN4 no 

mundo, foram identificadas utilizando o sequenciamento parcial da região 

estrutural do genoma viral (Lanciotti, et al.,1994; 1997; Rico-Hesse, 1997; 

Gonçalves et al., 2002). 

Os vírus cujo genoma são constituídos de RNA exibem uma 

grande variabilidade genética devido à alta taxa de mutações associada com a 

RNA polimerase dependente de RNA, a alta taxa de replicação viral e a 

elevada dispersão viral pelos vetores e hospedeiros (Drake & Holland, 1999). 

Deste modo, esses agentes virais podem acumular mutações por um 

determinado período de tempo, e com a elevada circulação podem vir a mudar 

seu caráter biológico (Ishak et al., 2001).  

Desta maneira, como muitos vírus de RNA, o VDEN apresenta 

diversidade genética, a qual é percebida pela existência de quatro sorotipos 

distintos. Todavia, a diversidade também ocorre entre representantes do 
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mesmo sorotipo, o que contribui para o estabelecimento de genótipos 

intrasorotipos, entretanto, a taxa de substituições no VDEN é menor que em 

outros Flavivirus  (Zanotto et al., 1996; Holmes & Burch, 2000).  

 A relação genética entre isolados do VDEN de diferentes regiões 

geográficas em várias áreas endêmicas do mundo permitiu o estabelecimento 

de grupos genotípicos com 5% ou mais de divergência nucleotídica, sendo que 

e até o momento, para o VDEN1 foi identificado a presença de cinco genótipos 

em todo o mundo (Figura 3) (Gonçalves et al., 2002). 

 

 

 

 

 

 

Figura 3 – Distribuição geográfica dos genótipos do VDEN-1: genótipo I – Havaí, 

China, sudeste da Ásia e leste da África; genótipo II – Tailândia; genótipo III – Malásia; 

genótipo IV – Oeste do Pacífico e Austrália; genótipo V – Américas, Oeste da África e 

Ásia. 
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As mutações, suscetibilidade do hospedeiro, dentre outros 

fatores, tem causado maior predisposição à diversidade genética deste agente 

viral entre os sorotipos e genótipos. Portanto, genótipos do mesmo sorotipo são 

geneticamente distintos e, teoricamente, podem causar quadros clínicos mais 

severos que outros (Holmes & Burch, 2000). 

Estudos realizados por Holmes et al. (1999), demonstraram pela 

primeira vez eventos de recombinação genética em populações naturais do 

VDEN1. Neste trabalho, observou-se que um isolado de VDEN1 proveniente do 

Brasil (BR/90) e outro proveniente da Guiana Francesa (FGA/89), possuíam 

duas regiões distintas no gene codificador da proteína E, sendo que uma das 

regiões foi identificada como parte da proteína E de cepas isoladas em 

Singapura (1990) e pertencentes ao genótipo I, enquanto que a outra região 

apresentou similaridade com cepas de diferentes regiões do Caribe isoladas no 

período de 1977 a 1990, portanto pertencentes ao genótipo IV do VDEN1.  

Em outro estudo sobre recombinação gênica e evolução de 

VDEN1, Tolou e colaboradores (2001) identificaram no gene E um “breakpoint” 

localizado na mesma posição identificada por Holmes e colaboradores (1999), 

sugerindo que esta região do gene do envelope do VDEN1 seja possivelmente 

um “hot spot” para a ocorrência de eventos de recombinação viral.  No Brasil, 

análises de recombinação gênica foram realizadas para VDEN1 e VDEN2, e 

não apresentaram nenhuma evidência genética de recombinação nos vírus 

VDEN circulante no Brasil até o presente (Santos et al., 2004). 

 Dessa forma, pode-se perceber o quanto é importante distinguir 

genótipos de um mesmo sorotipo, uma vez que o mapeamento da incidência 
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de cada genótipo dentro dos sorotipos permite rastrear a origem do vírus e 

suas principais rotas de transmissão, além de fornecer dados essenciais para o 

relacionamento entre genótipos e patogenicidade.   

 

 

1.6. PATOGÊNESE DO VDEN  

 

As infecções pelo VDEN podem se apresentar sob as formas 

assintomática e sintomática, e esta última pode se manifestar por meio de duas 

formas clínicas principais: a febre clássica do dengue (FD) e a febre 

hemorrágica do dengue (FHD), com ou sem síndrome de choque (SCD) (WHO, 

1997). 

 

1.6.1. Febre do dengue (FD) 

 

 A dengue é uma das principais arboviroses que acomete o 

mundo, e atualmente se constitui na mais importante e difundida doença viral 

transmitida por vetores. O período de incubação é de 3 a 14 dias (em média 4 

a 7) e o VDEN desaparece da circulação sanguínea cerca de cinco dias após o 

aparecimento dos sintomas (Vasconcelos et al., 2003). 

Apesar de inúmeros estudos já realizados, ainda não estão bem 

definidos os fatores específicos relacionados ao vírus e ao hospedeiro, que 

determinam porque certos indivíduos têm apenas FD geralmente branda e 

outros desenvolvem FHD com ou sem SCD. A FHD ocorre como uma 
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conseqüência de um mecanismo muito complexo, onde o vírus e a resposta 

imune do hospedeiro interagem para determinar a severidade da doença, que 

ocorre em 2 a 4% dos indivíduos com infecção secundária (Guzmán et al., 

2000). 

Na FD, os sintomas mais observados são: febre elevada, cefaléia 

de grau variável, dor retro-orbital, mialgia, artralgia, calafrio e exantema. Além 

disso, em alguns pacientes podem surgir sinais de sangramento na pele tais 

como petéquias ou equimoses. Casos de FD com complicações de 

sangramento como epistaxis, sangramentos gengivais, intestinais, 

gastrointestinais, hematúria e hipermenorréia, são mais raros e podem ser 

observados em alguns casos (Travassos da Rosa et al., 1997). 

 

1.6.2. Febre hemorrágica do dengue (FHD) e Síndrome do choque do 

dengue (SCD) 

 

A FHD se diferencia da FD pela ocorrência de alterações 

fisiopatológicas que resultam em sintomas que denotam a gravidade da 

doença, e onde a principal característica observada é o extravasamento de 

plasma. Os sintomas mais comuns observados em pacientes com FHD são: 

febre elevada, hepatomegalia dolorosa, derrames cavitários (ascite, derrame 

pleural), manifestações hemorrágicas severas, principalmente hemorragia 

gastrointestinal, que dependendo da intensidade podem evoluir para o choque 

e inclusive levar ao óbito. Pode-se ainda observar trombocitopenia moderada 

(abaixo de 100.000 plaquetas / ml), hemoconcentração (hematócrito 
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aumentado em até 20%). É importante ressaltar que o teste do torniquete 

positivo é um sinal indicativo de FHD (WHO, 1997). 

 Uma outra manifestação clínica de extrema importância, mas não 

muito comum na infecção pelo VDEN é o envolvimento do sistema nervoso 

central. As desordens neurológicas podem ocorrer tanto na FD como na FHD. 

Na FD, os sintomas neurológicos variam de irritabilidade e depressão até 

encefalites com convulsão e morte (Guzmán & Kouri, 2002).  

A encefalopatia durante a FHD pode resultar de hipoxemia 

cerebral, edema, hemorragia intracraniana e oclusão de vasos. Em geral, os 

sintomas encefalíticos durante a FHD são atribuídos à disfunção hepática e ao 

edema, que resultam em extravasamento vascular cerebral, entretanto, na FD 

a patogênese da encefalopatia ainda é pouco conhecida (Guzmán & Kouri, 

2002). 

 

1.6.3. Ciclo de Replicação Viral 

 

Após o VDEN ser introduzido no hospedeiro, inicia-se o ciclo de 

replicação viral (Figura 4), e este consiste no desencadeamento de uma série 

de eventos ao nível da célula hospedeira permissiva, os quais são: adsorção, 

penetração, desnudamento, transcrição, tradução, replicação, montagem, e 

brotamento das partículas virais. Estudos têm mostrado que o VDEN tem a 

capacidade de infectar numerosas células humanas, incluindo células 

dendríticas, monócitos, macrófagos, linfócitos B, linfócitos T, células 
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endoteliais, hepatócitos e células neuronais, assim como algumas linhagens 

celulares usadas para propagação viral (Anderson, 2003). 

 O processo de síntese das partículas virais ocorre totalmente no 

citoplasma das células infectadas e envolve poucas organelas celulares. A 

primeira etapa do ciclo de replicação viral determina o tropismo celular, que 

inicia com os estágios de adsorção e entrada do vírus na célula. Sabe-se que o 

VDEN entra na célula alvo, provavelmente, por endocitose mediada por 

receptores (EMR), através da ligação da proteína E do vírus a receptores da 

membrana plasmática da célula hospedeira que está sendo infectada (Clyde et 

al., 2006; Gollins et al., 1985). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4 - Representação esquemática do ciclo de replicação do VDEN. RE: Retículo 

Endoplasmático; CG: Complexo de Golgi. Fonte: Adaptado de Clyde et al., 2006. 
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Após a internalização da partícula viral via EMR, ocorre 

mudanças conformacionais, induzidas por pH ácido, as quais resultam na fusão 

do envelope viral com a membrana do endossoma, e conseqüentemente a 

liberação do genoma viral no citoplasma (Allison et al., 2001). No citoplasma da 

célula hospedeira, o genoma de RNA de polaridade positiva serve como RNA 

mensageiro (mRNA) para a tradução das proteínas estruturais e não 

estruturais, e também para a síntese de uma fita complementar negativa que, 

por sua vez, servirá de molde para a síntese de novas fitas de RNA positivas a 

serem utilizadas na montagem de novas partículas virais (Cleaves et al., 1981; 

Muylaert et al., 1996). 

A montagem das partículas virais ocorre em associação com o 

retículo endoplasmático rugoso (RER) da célula hospedeira. As partículas virais 

são liberadas para a superfície do RER, momento em que adquirem uma 

membrana lipídica, que juntamente com a proteína E formam o envelope viral, 

e assim a progênie viral é transportada para o sistema de Golgi, de onde é 

liberada em vesículas até a membrana plasmática, e por fim as partículas virais 

são liberadas para o meio extracelular pelo mecanismo de exocitose 

(Chambers et al., 1990: Clyde et al., 2006). 

 

 

1.7. DIAGNÓSTICO LABORATORIAL 

 

 

O diagnóstico da dengue é realizado de acordo com os dados 

clínicos, no entanto, os exames específicos são de extrema importância para a 
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confirmação laboratorial da doença, e podem ser realizados principalmente 

pelas técnicas de isolamento viral, testes sorológicos, detecção do genoma e 

de antígenos virais em amostras de soro ou tecidos durante a fase aguda da 

doença (Gubler et al., 1998).  

O isolamento viral pode ser feito em cultivos celulares, 

camundongos recém-nascidos e mosquitos vivos adultos ou larvas (Gubler et 

al., 1998). O método de isolamento em mosquitos adultos ou larvas é o melhor 

em termos de sensibilidade, entretanto, as linhagens de células de Aedes 

albopictus (clone C6/36) e de Aedes pseudoscutellaris (AP61) constituem o 

sistema de eleição utilizado para o diagnóstico de rotina, por ser mais 

econômico e também por possuir uma boa sensibilidade (Guzmán & Kouri, 

2002). 

Os testes sorológicos usados para o diagnóstico do VDEN 

complementam o isolamento viral, ou quando este não é possível, servem 

como meio alternativo para a presunção do diagnóstico. Dentre as várias 

técnicas sorológicas, os métodos de inibição da hemaglutinação (IH), fixação 

do complemento (FC), teste de neutralização (TN), e ensaio imunoenzimático 

para captura de IgM - (MAC ELISA) são os mais utilizados. Contudo, as três 

primeiras técnicas exigem coleta de amostras pareadas e, além disso, exibem 

alta reatividade cruzada, o que dificulta a especificidade do diagnóstico, 

enquanto que o MAC ELISA requer somente uma amostra de soro, sendo por 

isso o teste sorológico de escolha para a detecção de anticorpos específicos na 

fase aguda da doença (De Paula & Fonseca, 2004). 
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Outro método diagnóstico é a técnica de transcrição reversa 

seguida da reação em cadeia mediada pela polimerase (RT-PCR), a qual é 

utilizada para a detecção de genoma viral. Este método é rápido, possui alta 

sensibilidade (aproximadamente 100 equivalentes genômicos) para a detecção 

em amostras clínicas de humanos, como soro, tecidos obtidos de biópsia e 

autopsia ou de mosquitos (Lanciotti et al., 1977; De Paula & Fonseca, 2004).  

As técnicas de imunohistoquímica e imununofluorescência são 

utilizadas para detecção de antígeno viral especificamente em tecidos. A 

primeira é muito importante na confirmação de casos fatais, pois permite a 

identificação do antígeno em uma variedade de tecidos fixados (pulmão, baço, 

fígado, lifonodo, etc.), enquanto a imunofluorescência indireta utiliza anticorpos 

policlonais e monoclonais para a sorotipagem do VDEN, mas é necessário que 

os espécimes testados sejam frescos e estejam conservados adequadamente 

(Gubler et al., 1998).   

Recentemente, a detecção do antígeno NS1 em amostras de 

soros de pacientes em fase virêmica e em tecidos obtidos de casos fatais 

(biópsia e/ou autópsia) tem demonstrado ser um método alternativo eficiente 

para o diagnóstico rápido, sensível e específico da doença durante a 

ocorrência de epidemias (Dussart et. al., 2008; Bessoff et al., 2008). 
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1.8. EPIDEMIOLOGIA DO VDEN  

 

A dengue ocorre principalmente em áreas tropicais, como Ásia, 

Oceania, África, Austrália, e Américas, e ainda pode atingir áreas subtropicais e 

temperadas no período de verão. Segundo a Organização Mundial de Saúde, 

estima-se que pelo menos 2,5 bilhões de pessoas em todo o mundo vivem em 

áreas onde a dengue é endêmica, e que anualmente ocorrem 50 milhões de 

infecções e cerca de 20 mil óbitos (Guzman & Kouri, 2002; WHO, 2002; da 

Silva-Nunes et al., 2008). 

 

1.8.1. Transmissão do VDEN 

 

Dois ciclos de transmissão são descritos para o VDEN (Figura 5): 

um é denominado ciclo endêmico/ epidêmico urbano, o qual envolve o 

hospedeiro humano e o vetor Aedes aegypti, e secundariamente o Aedes 

albopictus e outros mosquitos do gênero Aedes. O outro ciclo é tipo zoonótico 

ou selvagem, o qual tem sido descrito nas floretas da África e Malásia 

envolvendo primatas não humanos como hospedeiros vertebrados e diferentes 

mosquitos do gênero Aedes (Wang et al., 2000).  
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Figura 5 - Ciclos silvestre e urbano do VDEN. 

Fonte: Adaptado de Romanos, 2008. 

 

O mosquito Ae. aegypti (Figura 6) é, portanto, considerado o mais 

importante vetor da dengue, por possuir hábitos urbano-domésticos 

(domiciliares e peridomiciliares), antropofilia e alta eficiência para transmitir o 

vírus (Pinheiro et al., 1997). Sendo assim, o ciclo de transmissão do VDEN de 

maior importância para a saúde pública é o ciclo urbano endêmico/epidêmico, o 

qual ocorre nos centros urbanos (Gubler, 1998), e é responsável por manter o 

VDEN em natureza mediante transmissão entre vetor invertebrado 

representado por mosquitos Ae. aegypti e o hospedeiro vertebrado (homem) 

(Travassos da Rosa et al., 1997).  
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A transmissão do VDEN ao homem geralmente ocorre em zonas 

urbanas durante o dia, devido aos hábitos diurnos desses mosquitos, através 

da picada da fêmea infectada, que ao realizar o repasto sanguíneo pode 

transmitir o vírus, após um período de incubação extrínseco, que varia em 

média de 8 a 10 dias. Após a pessoa receber a picada infectante, o vírus passa 

por um período de incubação intrínseco, o qual pode variar de 3 a 14 dias até 

que ocorra o aparecimento dos sintomas. Posteriormente, esses indivíduos se 

tornam infectantes para o Ae. aegypti nos primeiros dias da doença, ou seja, 

durante o período de viremia, sendo este de até cinco dias (Gubler, 1998; 

Vasconcelos et al., 1999; 2003). 

Apesar do ciclo homem - mosquito - homem ser considerado o 

padrão de transmissão da dengue em suas formas endêmica ou epidêmica, 

existe um outro mecanismo pelo qual o VDEN é mantido em natureza, 

denominado de transmissão transovariana ou vertical, mecanismo pelo qual o 

mosquito transmite o vírus para a sua prole. Esse mecanismo não é muito 

Figura 6 - Mosquito transmissor da Dengue, Aedes aegypti. 

 Fonte: http://strix.ciens.ucv.ve/~biovect/jcn.html. 
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eficiente e ocorre com baixa positividade, entretanto, é uma adaptação de 

extrema importância para a sobrevivência do VDEN em condições limitantes, 

como estações secas ou frias, falta de locais propícios para oviposição, e 

limitação da população de hospedeiros humanos suscetíveis (Monath, 1994).   

O mosquito Ae. aegypti faz sua oviposição em depósitos artificiais 

de água, tais como: pneus, tonéis, latas, tanques, barris, vasos de planta, etc. 

Os ovos são depositados alguns milímetros acima da linha da água, fixando-se 

à parede do recipiente e resistindo a dessecação e nessas condições podem 

permanecer viáveis por mais de um ano (Gubler, 1998). A postura dos ovos é 

feita principalmente à tarde, e como os embriões dentro dos ovos não estão 

prontos para a incubação, necessitam de dois a três dias em um ambiente 

bastante úmido para que haja o desenvolvimento completo e passem à fase 

larvária e daí, mediante metamorfose completa os ovos, seguem seu ciclo 

evolutivo de larva para pupa, e desta até o mosquito adulto (Figura 7) (Torres, 

2005).  

Assim, diante da enorme complexidade do atual ambiente 

antrópico, torna-se essencial repensar a estratégia de controle da doença, uma 

vez que até o momento, o único elemento controlável da cadeia epidemiológica 

da dengue é o seu vetor Ae. aegypti. Dessa forma, é fundamental o 

conhecimento da produtividade dos diversos tipos de criadouros em meio 

urbano, dos condicionantes ambientais, da presença e dinâmica do VDEN nos 

mosquitos, sendo de grande relevância para se compreender a dinâmica de 

transmissão da doença (Medronho, 2006). 
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1.8.2. Epidemiologia do VDEN no Brasil 

 

No Brasil, os primeiros casos de dengue foram documentados 

clínica e laboratorialmente em Boa Vista, Roraima, em 1982, durante uma 

epidemia que identificou os sorotipos VDEN1 e VDEN4 como os responsáveis 

pela epidemia de FD, a qual resultou na infecção de cerca de 11.000 pessoas 

(Travassos da Rosa et al., 1982; Teixeira et al., 2005).  

Posteriormente, no período de 1986 a 1989, surgiram novamente 

epidemias de dengue clássico, as quais resultaram na disseminação do 

VDEN1 pelo Brasil, atingindo inicialmente os Estados do Rio de Janeiro, 

Alagoas, Ceará, e posteriormente outros estados como Minas Gerais, 

Figura 7 - Representação esquemática do ciclo biológico do Aedes 

aegypti. Fonte: http://www.prefeitura.unicamp.br 
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Pernambuco, Bahia, São Paulo, além de outros que registraram transmissão 

autóctone nos anos seguintes (Travassos da Rosa et al., 2000; Teixeira et al., 

2005).  

Em 1989 foi notificado o primeiro isolamento do VDEN2 no Brasil, 

na cidade de Belém, capital do estado do Pará, a partir de um caso importado 

de um paciente oriundo de Luanda, Angola (Travassos da Rosa et al., 1989). 

Em 1990, uma nova epidemia de dengue ocorreu no estado do Rio de Janeiro, 

associado ao VDEN2, sendo este sorotipo o principal causador desta, tendo 

sido notificados mais de 300 casos de FHD, com número incerto de óbitos 

(Pinheiro et al., 1997). 

O primeiro registro do VDEN3 ocorreu em 2000 no Estado de São 

Paulo, e foi um isolamento viral de um caso importado da Nicarágua. Em 

dezembro do mesmo ano foram confirmados os primeiros casos autóctones por 

VDEN3 no estado do Rio de Janeiro, e em 2001 ocorreu uma grande epidemia 

por este sorotipo, que então se dispersou rapidamente por todo o Brasil (Rocco 

et al., 2001; Nogueira et al., 2001). Até o presente, o Brasil tem estado livre da 

circulação do VDEN4, o qual foi notificado somente na epidemia ocorrida em 

Boa Vista - RR no ano de 1982 (Travassos da Rosa et. al., 1982).  

De acordo com o Programa Nacional de Controle da Dengue 

(PNCD), as regiões do país são caracterizadas de acordo com a taxa de 

incidência, que podem ser classificadas em áreas de baixa, média e alta 

incidência (Figura 8). Assim, em 2008, com exceção da região Sul, observa-se 

que todas as outras estão classificadas como áreas de alta incidência (Brasil, 

2008).   
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Entre os anos 1981 a 2007, 4.463.102 casos de dengue foram 

notificados no Brasil, sendo que mais de três milhões ocorreram no período de 

2000 a 2007, e 72% dos municípios brasileiros foram infestados pelo mosquito 

Aedes aegypti, período em que também se identificou um aumento do número 

de casos de FHD (6.455) (Brasil, 2007).  

A Secretaria de Vigilância em Saúde do Ministério da Saúde 

(SVS/MS) notificou, em 2008, até a semana epidemiológica 48, um total de 

787.726 casos suspeitos de dengue, com 4.137 casos confirmados de FHD e a 

Figura 8 - Incidência de dengue por Município de residência, Brasil, 2008.  

Fonte: SVS; Ministério da Saúde. Dados acumulados até a semana epidemiológica 

39, sujeitos à alteração. 
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ocorrência de 223 óbitos. Em relação aos casos de FHD confirmados, 82,6% 

concentraram-se nos estados do Rio de Janeiro (43,7%), Ceará (10,6%), 

Sergipe (9,6%), Rio Grande do Norte (8,8%), Goiás (5,8%) e Amazonas (4,1%) 

(Brasil, 2008). 

Atualmente, como se pode observar na figura 9, em função da 

circulação simultânea de três sorotipos do VDEN (VDEN1, VDEN2 e VDEN3), 

o número de casos de FHD e a taxa de letalidade por dengue vêm aumentando 

ao longo dos anos no país. Dessa forma, em 2008 foi observado um aumento 

do número de casos em 19 estados (RO, AC, AM, RR, PA, TO, CE, RN, PB, 

PE, AL, SE, BA, MG, ES, RJ, SC, GO e DF) (Brasil, 2008).  
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Figura 9 - Números de casos confirmados de FHD no Brasil entre 1990-2008*. 

Fonte: SVS; Ministério da Saúde. *Dados até a semana epidemiológica 35. 
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No panorama atual, dentre inúmeros fatores, o aumento 

acelerado da urbanização, da mobilidade populacional de humanos e de 

vetores, tem sido bastante significante para a dispersão do VDEN em todo o 

mundo, o que resultou no surgimento de novos casos e epidemias de dengue 

em regiões anteriormente indenes do VDEN (Tolou et al., 2001). Os inúmeros 

casos de FHD parecem estar associados a diferentes fatores de risco, 

destacando-se dentre eles: a presença de diferentes sorotipos e genótipos do 

VDEN; infecção secundária na presença de anticorpos não neutralizantes; e 

fatores de susceptibilidade individual como raça, sexo, idade, quadros 

nutricionais e imunológicos (Guzmán & Kouri, 2002; Coffey et al., 2009). 
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1.9. OBJETIVOS 

 

1.9.1. Geral 

 

Realizar a caracterização molecular de cepas do VDEN1 isoladas no 

Brasil, no período de 1994 a 2008. 

 

1.9.2. Específicos 

 

• Analisar a variabilidade genética ao nível dos genes estruturais 

C/prM/M/E do VDEN1 isolados durante epidemias ocorridas no 

Brasil no período de 1994 a 2008, comparando com informações 

disponíveis para VDEN1 em outras áreas do Brasil e do mundo; 

• Investigar a presença de alterações de aminoácidos na região  

estrutural do genoma, que estejam relacionados a possíveis 

marcadores de virulência em cepas do VDEN1 circulantes no 

Brasil;  

• Realizar análise filogenética de cepas de VDEN1 isoladas no 

Brasil e compará-las com outras cepas isoladas no Brasil e em 

várias regiões do mundo;  

• Determinar o tempo de divergência de cepas de VDEN1 isoladas 

no Brasil e compará-las com outras cepas isoladas no Brasil e 

em várias regiões do mundo. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1. AMOSTRAS  

 

Neste estudo foram usadas cepas virais isoladas pela Seção de 

Arbovirologia e Febres Hemorrágicas do Instituto Evandro Chagas e que foram 

obtidas a partir de lotes de mosquitos Aedes aegypti adultos, bem como de 

amostras biológicas humanas, no período de 1994 a 2008.  

O total de 29 amostras foram selecionadas (Quadro 1), sendo 27 

isoladas de humanos, após uma prévia análise do quadro clínico de cada 

paciente infectado com VDEN1, cujos espécimes foram obtidos de diversos 

estados das regiões Norte (Acre, Amapá, Amazonas, Pará, Roraima e 

Tocantins), Nordeste (Ceará, Maranhão, Piauí, Rio grande do Norte), Centro-

oeste (Mato Grosso) e Sudeste (Minas Gerais), e 2 amostras isoladas de 

mosquitos Aedes aegypti adultos obtidos em Belém, Pará. Os espécimes 

utilizados neste estudo foram provenientes de isolamentos virais feitos em 

cultivo de células de Aedes albopictus clone C6/36, e como controle positivo se 

utilizou uma cepa do VDEN1 adaptada em camundongo, denominada de 

Mochizuki. 
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Legenda: FD - febre do dengue; FHD - Febre hemorrágica do dengue. CEA: Ceará; BEL: 

Belém; MAO: Maranhão; MTO: Mato Grosso; AC: Acre: AMA: Amapá: AM: Amazonas; PI: 

Piauí; RGN: Rio Grande do Norte; ROR: Roraima; TOC: Tocantins: MIG: Minas Gerais: RED: 

Redenção: ANA: Ananideua. H: isolado de Humano. AR: isolado de artrópode. 

Quadro 1 - Amostras isoladas de humanos e de mosquitos Aedes aegypti adultos, 

selecionadas de acordo com o ano de isolamento, material biológico, procedência 

(Unidades Federativas - UF) e quadro clínico. 

Amostra Isolamento Material Biológico UF Clínica 

CEA2441 H527543 1994 Suspensão celular CE FHD 

RED118 H547625 1996 Liofilizado PA FD 

MIG2062 H550175 1997 Liofilizado MG FD 

BEL24717 H551022 1997 Suspensão celular PA FD 

MAO8860 H611377 1999 Suspensão celular MA FD 

MTO2672 H622822 2000 Suspensão celular MT FD 

CEA4364 H631185 2000 Suspensão celular CE FD 

CEA4367 H631188 2000 Suspensão celular CE FD 

AC430 H628435 2000 Suspensão celular AC FD 

AMA1650 H648234 2001 Suspensão celular AM FHD 

RGN401 H693852 2001 Suspensão celular RN FHD 

ROR3629 H650290 2001 Suspensão celular RR FHD 

PI906 H655243 2002 Suspensão celular PI FD 

AM2472 H660409 2002 Suspensão celular AM FD 

AM2478 H660415 2002 Suspensão celular AM FD 

PI914 H655251 2002 Suspensão celular PI FD 

MTO3147 H650975 2002 Suspensão celular MT FHD 

MTO3188 H651987 2002 Suspensão celular MT FD 

TOC4129 H656274 2002 Suspensão celular TO FD 

MAO9836 H672029 2003 Suspensão celular MA FD 

ANA 13635 H685572 2004 Suspensão celular PA FD 

AMA1872 H695190 2005 Suspensão celular AP FD 

BEL 78185 H716995 2006 Suspensão celular PA FD 

AM4115 H739688 2007 Suspensão celular AM FD 

ROR6159 H733587 2007 Suspensão celular RR FD 

BEL78329 H721251 2007 Suspensão celular PA FHD 

AR 721365 2007 Suspensão celular PA - 

AR 721368 2007 Suspensão celular PA - 

ROR7108 H748499 2008 Suspensão celular RR FD 
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2.2. PREPARAÇÃO DE ESTOQUE VIRAL EM CULTIVO DE CÉLULAS DE 

Aedes albopictus CLONE C6/36 

  

Na propagação de células C6/36, utilizou-se o meio Leibowitz (L-

15) modificado com glutamina (Invitrogen), acrescido de triptose (Difco), 

aminoácidos não essenciais, penicilina (100 UI/mL) (Invitrogen), estreptomicina 

(100 µg/mL) (Invitrogen), soro bovino fetal (SBF) (Invitrogen) a 5% para meio 

de crescimento e 2% para o de manutenção.  

 A inoculação foi realizada em garrafas de 25 cm3 contendo uma 

monocamada de células confluentes com três a quatro dias após seu repique. 

No momento da inoculação o meio L-15 de crescimento foi substituído pelo 

meio L-15 de manutenção, e adicionado 150 µl de inóculo viral. As garrafas 

foram deixadas à temperatura ambiente (TA, em torno de 28 ºC) e observadas 

diariamente em microscópio óptico invertido até o 10º dia após a infecção 

celular. 

Em seguida, as suspensões celulares infectadas, com ou sem a 

presença de efeito citopatogênico (ECP), foram coletadas e o crescimento viral 

então, confirmado primeiramente pelo teste de imunofluorescência indireta 

(IFI), utilizando fluídos ascíticos hiperimunes de camundongo (FAI) polivalente 

para flavivírus (anti-flavivírus) e para alfavirus (anti-alfavirus), sendo este último 

utilizado como controle de especificidade. Posteriormente, também foi realizada 

IFI utilizando os anticorpos monoclonais para os VDEN1, VDEN2, VDEN3 e 

VDEN4, todos diluídos a 1:20 em solução salina fosfatada - PBS . O restante 
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do sobrenadante celular de cada isolado viral foi alíquotado e armazenado a -

70ºC até o momento da extração do material genético viral.  

 

 

2.3. EXTRAÇÃO DO RNA VIRAL 

 

O método usado para extração do RNA viral foi o do reagente 

Trizol® LS (Invitrogen), seguindo as orientações do fabricante. Na técnica, para 

cada 0,25 mL de amostra foi utilizado 0,75 mL de Trizol® LS. Em seguida, 

adicionou-se 0,2 mL de clorofórmio absoluto para cada 0,75 mL de Trizol® LS. 

Os tubos foram agitados por 15 segundos em vortex e permaneceram em 

repouso por 10 minutos. Após uma centrifugação a 12.000 rpm, durante 15 

minutos, retirou-se a fase aquosa cuidadosamente, sendo a mesma transferida 

em microtubos novos.  

Para a precipitação do RNA viral, acrescentou-se 0,5 mL de 

álcool isopropílico absoluto à fase aquosa (quantidade usada para cada 0,75 

mL de Trizol® LS), deixando a solução em repouso por 10 minutos. Após uma 

centrifugação a 12.000 rpm durante 10 minutos, o sobrenadante foi desprezado 

e em seguida, adicionou-se 1ml de etanol a 75%, seguido de uma 

centrifugação a 7500 rpm por 5 minutos. 

Posteriormente, o sobrenadante foi desprezado cuidadosamente 

e o microtubo seco à TA e em seguida, o RNA foi hidratado em 20 µL de água 

livre de RNase e DNase, e imediatamente estocado a -70 °C até o momento do 

uso. 
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 2.4. TRANSCRIÇÃO REVERSA SEGUIDA DA REAÇÃO EM CADEIA 

MEDIADA PELA POLIMERASE (RT-PCR) 

 

Os iniciadores específicos para a região estrutural do VDEN1 

foram desenhados utilizando o programa OligoPerfect™ Designer disponível no 

site da Invitrogen (http://www.invitrogen.com) conforme descrito no quadro 2.  

 

Quadro 2 - Iniciadores utilizados no RT-PCR e Seqüenciamento Nucleotídico. 

 

Iniciador Seqüência (5’→ 3’)  Localização 

no genoma 

Produto 

/ Gene 

41-S CGGAAGCTTGCTTAACGTAGTTCT 41-64 794pb 

Capsídeo 835-AS CCGTGAATCCTGGGTGTCTC 815-835 

820-S GAGACACCCAGGATTCACGG 820 - 839 606pb 

PrM/M/ 

Envelope 

1424- AS GACGTAGGAGCTTGAGGTGTTAT 1402 - 1424 

1277 –S ACGTGTGCCAAGTTCAAGTG 1277- 1296 694pb 

Envelope 1970- AS TCACCCCTTTCTCATCTTGG3 1951 -1970 

1559 – S CACAAACAATGGTTTCTAGACTTAC 1559 - 1583 1.042b 

Envelope 2600 – AS TGGCTGATCGAATTCCACAC 2581- 2600 

 
Legenda: pb - Pares de bases. S: Senso; AS: Anti – senso 

 

O DNA complementar (cDNA) foi obtido diretamente do RNA viral 

pela transcrição reversa in vitro (adaptado de Lanciotti et. al. 1992). Tubos de 

0,2 mL contendo 5 µL do RNA e 1 µL de oligonucleotídeo anti-senso (0,2uM) 

(Quadro 2), foram inicialmente  incubados para desnaturação da molécula de 

RNA a 94 ºC por 2 minutos e deixados à temperatura ambiente por 5 minutos. 
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Em seguida, acrescentou-se 14 µL da mistura da reação de transcrição reversa 

(RT) contendo tampão 1X , dNTPs 1 mM, 10 mM de DTT, inibidor de RNAse 40 

U (RNaseOUT –Invitrogen) e transcriptase reversa 1,5 U (Superscript-II, 

Reverse Transcriptase, Invitrogen). A síntese de cDNA foi realizada a 45 ºC por 

1 hora, em seguida aquecida a 94 ºC por 10 minutos e incubada a 4 ºC até a 

adição da mistura do PCR. 

Ao volume final de 20 µL da RT foram acrescentados 30 µL da 

mistura de PCR, a qual continha tampão 1X, MgCl2 2 mM, DNA polymerase 2,5 

U (Platinum Taq DNA Polymerase), oligonucleotídeos senso e anti-senso (0,2 

µM) (Quadro 3), e a mistura foi imediatamente levada ao termociclador. O 

programa para amplificação consistiu de uma desnaturação prévia de 94 ºC por 

2 min, seguido de 35 ciclos, cada um composto por etapas de desnaturação a 

94 °C por 30 segundos, hibridização dos iniciadores a 55 ºC por 30 segundos e 

extensão a 72 ºC por 2,5 minutos, seguido de um ciclo de extensão final de 72 

ºC por 5 minutos. 

Os produtos da RT-PCR foram revelados usando a eletroforese 

em gel de agarose a 1,5% em tampão T.A.E 1X (Tris 10 mM; Acetato 0,1 M; 

EDTA 1 mM pH 7,2) corado com brometo de etídio, mediante a utilização de 

transiluminador com fonte de luz ultravioleta. 
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2.5. PURIFICAÇÃO DO DNA COMPLEMENTAR (cDNA) 

 

A purificação do cDNA foi realizada utilizando o kit comercial 

QIAquick Gel Extraction (Qiagen), o qual utiliza colunas de retenção a base de 

sílica, seguindo o protocolo descrito pelo fabricante. O DNA contido no gel de 

agarose, após a eletroforese, foi corado com brometo de etídio e visualizado 

sob luz ultravioleta (360 nm). Com o auxílio de um estilete metálico esterilizado, 

o pedaço de agarose contendo o DNA foi removido e transferido para um tubo 

de 1,5 mL juntamente com 3 volumes do tampão QG para 1 volume do 

fragmento de gel (100 mg ~ 100 µL),  a fim de promover a dissolução do gel,   e 

posteriormente mantido a 50 oC por aproximadamente 10 minutos.  

Após a total dissolução do fragmento do gel, adicionou-se 1 

volume de isopropanol absoluto correspondente ao volume da amostra, sendo 

a mesmo colocada na coluna e centrifugada por 1 minuto a 14000 rpm. Em 

seguida, o sobrenadante foi retirado da coluna e submetido a uma etapa de 

lavagem pela a adição de 0,75 mL do tampão de lavagem PE, seguida de uma 

centrifugação, como descrito anteriormente. O DNA foi então eluído com 40 µl 

de tampão de eluição EB (Tris-HCl 10 mM pH 8,0; TE pH 8,0) ou água livre de 

RNase e DNase após a centrifugação a 14.000 rpm por 1 minuto.  
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 2.6. SEQUENCIAMENTO NUCLEOTÍDICO 

 

Os cDNA purificados foram submetidos a uma etapa de reação 

de sequenciamento, utilizando o kit ABI PRISM Dye Terminator (Applied 

Biosystems), e processadas em seqüenciador automático, modelo ABI PRISM 

377 (Applied Biosystem) e ABI PRISM 3130 XL, pelo emprego do método de 

terminação de cadeia por didesoxirribonucleotídeos marcados com substâncias 

fluorescentes (Sanger et al., 1977). 

Na mistura para cada reação de seqüenciamento foram usados 4 

µL de Terminator ready reaction mix, 2 µL (80 ng) do produto de PCR, 3,2 

pmoles de oligonucleotídeos (Quadro 4) e quantidade suficiente de água para 

um volume final de 10 µL. A amplificação consistiu de 25 ciclos, cada um 

composto por etapas de desnaturação a 96ºC por 10 segundos, hibridização 

dos iniciadores a 50 ºC por 5 segundos e extensão a 60 ºC por 4 minutos, 

processadas em termociclador automático (GeneAmp PCR Systems 9600, 

Applied Biosystems). 

O produto final foi precipitado com a adição de 80 µL de 

isopropanol 75% (álcool isopropílico, Merck). A mistura foi agitada, incubada 

por 20 minutos a temperatura ambiente e centrifugada a 14.000 rpm por 25 

minutos ao final foi retirado e desprezado o sobrenadante, e em seguida o 

precipitado foi lavado com 250 µL de etanol a 70% e centrifugado a 12.000 rpm 

por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e submetido a uma incubação a 

90ºC por 2 minutos para a completa evaporação do etanol. O precipitado foi 

então reconstituído em 5 µL de solução de formamida (Amresco) deionizada, 
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na proporção de 5:1 com azul dextran/EDTA (Applied Biosystem), aquecido a 

95 ºC por 3 minutos e submetido à eletroforese no seqüenciador automático. 

 

 

2.7. ANÁLISE DO ALINHAMENTO MÚLTIPLO DE NUCLEOTÍDEOS E 

AMINOÁCIDOS  

 

Para a montagem, alinhamento e análise de homologia foram 

utilizados os programas SEQMAN II, EDITSEQ e MEGALIGN incluídos no 

pacote Lasergene versão 4.05 (DNASTAR, EUA).  

 A determinação dos sítios de clivagem foi realizada de acordo 

com o padrão de processamento proteolítico para as ORFs dos flavivírus, 

desenvolvido por Rice & Strauss (1990). Para a identificação dos sítios de 

clivagem pela peptidase sinal, derivada do hospedeiro, ao nível das junções 

das proteínas C/prM, prM/E e E/NS1, foi utilizado o programa SignalP 3.0 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) (Nielsen et al., 1997). A predição dos 

sítios de glicosilação e resíduos de cisteína foram feitas através dos programas 

NetNGlyc 1.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/)  e PROTEAN, sendo 

este último incluso no pacote Lasergene versão 4.05 (DNASTAR, EUA).  A 

identificação da sequência de aminoácidos do peptídeo de fusão foi realizada 

pelo programa MEGALIGN. 
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2.8. ANÁLISE FILOGENÉTICA  E TEMPO DE DIVERGÊNCIA 

 

As seqüências nucleotídicas obtidas para as 29 amostras de 

VDEN1 utilizadas neste estudo foram comparadas entre si e com outras 31 

seqüências de cepas isoladas em várias partes do mundo, disponíveis no 

banco de dados do GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) e que 

correspondem aos principais genótipos do VDEN1 (Quadro 3). Para esta 

análise, elegeu-se o gene E, o qual consiste de 1485 pb. Contudo, antes de 

iniciar as análises dos dados, foi necessário verificar a qualidade das 

informações filogenéticas, utilizando o teste de saturação realizado no 

programa DAMBE (Xia & Xie, 2001).  
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Quadro 3 - Cepas selecionadas no Genbank. 

Amostra Ano de 
Isolamento 

Origem Localização 
Geográfica 

AF298808 1998 Djibuti Leste da África 
AF309641 1998 Camboja Sudeste Asiático 
AY726555 1998 Miamar Sudeste Asiático 
EU848545 1944 Havaí América do Norte 
DQ672564 2001 Havaí América do Norte 
AF350498 1980 China Ásia Central 
AB074760 1943 Japão Ásia oriental 
AY732482 2001 Tailândia Sudeste Asiático 
AY732475 1994 Tailândia Sudeste Asiático 
AF180817 1964 Tailândia Sudeste Asiático 
AF425629 1963 Tailândia Sudeste Asiático 
EF457905 1972 Malásia Sudeste Asiático 
AF425622 1972 Malásia Sudeste Asiático 
AF514878 2000 Paraguai América do Sul 
AF425613 1982 Brasil (Roraima) América do Sul 
AF311956 1997 Brasil (Pernambuco) América do Sul 
AF311957 1997 Brasil América do Sul 
AF311958 1997 Brasil América do Sul 
AF513110 2001 Brasil (Paraná) América do Sul 
AY277664 1999 Argentina América do Sul 
AF514885 2000 Argentina América do Sul 
AF226687 1989 Guiana Francesa América do Sul 
EU863650 2002 Chile América do Sul 
AF226685 1990 Brasil ( Rio de Janeiro) América do Sul 
FJ639824 2006 Venezuela América do Sul 
EU482609 2007 Venezuela América do Sul 
AF298807 1998 Costa do Marfim Oeste da África 
AB189121 1998 Indonésia Sudeste Asiático 
AB195673 2003 República de Seicheles Sudeste da África 

U88535 1974 Ilhas Nauru Oeste do Pacífico 
AF425625 1968 Nigéria Oeste da África 
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As árvores filogenéticas foram construídas utilizando os métodos 

de Agrupamento de vizinhos (NJ - neighbor joining) (Saitou & Nei, 1987), 

Máxima Parcimônia (MP - maximum parsimony), através do programa PAUP 

4.0b.10 (Swofford, 2003), e Máxima Verossimilhança (ML - maximum 

likelihood) (Felsenstein, 1981) utilizando o programa PHYML (Guindon & 

Gascuel, 2003), devido este programa ter um rápido processamento para 

realização do método de máxima verossimilhança quando comparado ao 

PAUP. 

O programa Moldeltest v. 3.6 (Posada & Crandall, 1998) foi 

utilizado para determinar o melhor modelo de substituição nucleotídica a ser 

usado, baseando-se no critério de informação Akaike (AIC).   

Para MP a obtenção da árvore mais parcimoniosa foi realizada 

com o método heurístico.  As análises de “bootstrap” em NJ, MP e ML foram 

calculadas para 1000 réplicas (Felsenstein, 1985), a fim de proporcionar uma 

maior confiabilidade aos valores de agrupamentos que foram obtidos, e como 

grupo externo foram usadas as cepas EU848545 e AB074760 para permitir um 

melhor enraizamento da árvore.  

A análise Bayesiana foi realizada utilizando o modelo de Markov 

Monte Carlo (Markov Chain Monte Carlo - MCMC), através do programa 

MrBayes 3.0b4 (Ronquist & Huelsenbeck, 2003). A análise foi feita para 2 

milhões de réplicas, sendo a amostragem fixada a cada 1000 árvores geradas, 

e as probabilidades posteriores Bayesianas foram estimadas a partir dos dados 

obtidos para 50% das árvores consenso geradas. O programa TRACER 

(www.evolve.zoo.ox.ac.uk) foi utilizado para verificar se a análise realizada pelo 
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programa MrBayes alcançou a convergência apropriada.  

De acordo com a árvore gerada, estimou-se a distância p intra-

grupo e inter-grupo através do programa MEGA 4.0, a fim de se observar a 

distância genética entre os membros dentro de um mesmo genótipo e entre 

genótipos diferentes. 

Para avaliar os aspectos evolutivos das cepas de VDEN1 deste 

estudo, o tempo de divergência foi estimado através do modelo de relógio 

molecular Lognormal e a taxa de evolução para o gene E foi determinada, 

utilizando-se os anos de isolamento das cepas, através do programa BEAST v 

1.4.8. Se o parâmetro ucld.stdev (desvio padrão de relógio molecular relaxado 

lognormal não correlacionado)  estimado estiver próximo de zero, os dados 

seguem bem o modelo de relógio molecular e caso esse parâmetro apresentar 

um valor estimado superior a um, indica que os dados analisados exibem um 

elevada taxa de heterogeneidade entre as linhagens, então não seguem o 

modelo de relógio molecular. Desta maneira, construiu-se uma árvore separada 

com cepas representativas dos cinco genótipos existentes no mundo e as 

cepas do estudo.  
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3. RESULTADOS 

 

3.1. ANÁLISE DO ALINHAMENTO MÚLTIPLO DAS SEQUÊNCIAS DE 

NUCLEOTÍDEOS E AMINOÁCIDOS DA REGIÃO ESTRUTURAL 

 

Foram obtidas seqüências de 2325 nucleotídeos para as 29 

cepas de VDEN1 usadas neste estudo, as quais correspondem a 775 

aminoácidos referentes às proteínas C, prM/M e E. Estas seqüências, após 

serem montadas no programa SEQMAN (DNASTAR), foram alinhadas no 

programa Megalign (DNASTAR) com as cepas brasileiras BR-90 (AF-226685), 

Rio de Janeiro, BR97-111 (AF-311956), Pernambuco, e BR/01-MR (AF-

513110), Paraná, cujas seqüências já estavam disponíveis no Genbank 

(Quadro 3) , utilizando o método de clustal W, afim de verificar a identidade e 

divergência genética entre as cepas de VDEN1 circulantes no Brasil. 

As cepas em estudo apresentaram um percentual de identidade 

nucleotídica que variou de 96,1% a 100% e até 3,9% de divergência, quando 

comparados entre si e com as três cepas brasileiras selecionadas (ver a cima). 

Em relação ao percentual de identidade e divergência de aminoácidos, 

observou-se uma variação de 98,4% a 100% de identidade, e até 1,6% de 

divergência.  

As sequências de aminoácidos de todas as cepas do estudo 

mostraram algumas características conservadas: os resíduos de cisteína 

presentes na prM/M (4 resíduos) e E (12 resíduos), os quais estão envolvidos 

na formação das pontes de disulfeto; a sequência do peptídeo de fusão, 
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localizada no resíduo 98 a 113 da proteína E; e os sítios de glicosilação 

preditos, também localizados nesta proteína, nas posições 67 e 153. 

Quando as cepas de VDEN1 deste estudo foram comparadas 

com a cepa FGA/89 (Guiana Francesa), observou-se um elevado número de 

substituições sinônimas, sendo a maioria localizada na terceira posição do 

códon  e todas as que ocorreram na segunda posição do códon sofreram 

mudanças de aminoácidos (Quadro 4).  Dentre as três proteínas analisadas,  

36 substituições foram não sinônimas, dentre as quais somente 17 resultaram 

na mudança do caráter bioquímico dos aminoácidos, ou seja, alterações de 

caráter polar para apolar e vice-versa, encontradas nas posições C10 

(Arg→Gln), C75 (Asn→Glu), M133 (Fen→Ser), M143 (Ala→Tre), E51 

(Tre→Ala), E96 (Val→Tir), E156 (Tre→Ala), E180 (Tre→Ala), E227 (Ser→Pro), 

E228 (Gln→His), E329 (Tre→Pro); E297 (Met→Tre), E338 (Ser→Leu), E346 

(Tre→Ile), E362 (Glu→Gli), E473 (Ala→Tre), E478 (Tre→Ala) (Quadro 4, 5 e 

6).  
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Quadro 4 –  Número de substituições nucleotídicas e  de mudanças de aminoácidos  
identificadas nas cepas de VDEN1 quando comparadas com a cepa FGA/89. 
 
                             
                     Nucleotídeo                                                                       Proteína 
 
        
        Posição      

       
      Tipo de mudança de aminoácido 
 

    
 Gene             Códon        Sinônimas        Não  
                                                              Sinônimas  

 
Sem mudança de 

caráter 
bioquímico 

 
Com mudança de 
caráter bioquímico 

 
 

1º 
 

2º 
 

3º 
    

C 3 4 12 13 6 4 2 

prM/M 5 4 44 48 5 3 2 

E 32 11 118 136 25 12 13 

 

 

As regiões do genoma referentes às proteínas C e prM/M se 

mostraram conservadas, encontrando-se substituições não sinônimas para 

aminoácidos de propriedades bioquímicas diferentes somente nas cepas 

BeH721251PA_07 (C10 (Arg→Gln) ), BeH748499RR_08 (C75 (Asn→Glu) ),  

BeH739688AM_07 (M133 (Fen→Ser) ), BeH693852RN_01 (M143 (Ala→Tre) ) 

(Quadro 5), enquanto que as outras substituições não sinônimas identificadas 

ocorreram para aminoácidos de mesma propriedade bioquímica, destacando-

se a mudança no resíduo prM29 (Ala→Val),  a qual foi identificada em várias 

cepas do estudo. 

A região da proteína E apresentou maior número de 

substituições, sendo que as mudanças nos resíduos E180 (Tre→Ala) e E473 
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(Ala→Tre) (Quadro 5) foram observadas em todas as amostras do estudo. O 

resíduo E180 está localizado no domínio I da proteína, e o E473 na região 

trans - membrana (TM).  

As substituições observadas nos resíduos E297 (Met→Tre) e 

E338 (Ser→Leu) (Quadro 5) ocorreram em várias cepas do estudo, sendo que 

o primeiro resíduo se encontra no domínio I, e o segundo se localiza no 

domínio III da proteína E. Além disso, as substituições identificadas nos 

resíduos E96, E379 localizadas no domínio II e III, respectivamente, foram 

identificadas em todas as cepas deste estudo, entretanto, não houve mudança 

de caráter bioquímico do aminoácido, exceto para a amostra 

BeH628435AC_00,  na qual ocorreu uma alteração na posição E96 (Val→Tir). 

Contudo, as outras substituições não sinônimas com mudança de caráter 

bioquímico foram pontuais, ou seja, ocorreram em uma ou outra cepa do 

estudo.  

As mudanças de aminoácidos identificadas nas cepas em estudo, 

quando comparadas com o quadro clínico das amostras, não apresentaram 

relação com a gravidade da doença, uma vez que as substituições não-

sinônimas foram identificadas tanto nas cepas isoladas de paciente com FD 

quanto de FHD. Entretanto, observou-se que com exceção da cepa 

BeH527543CE_94, todas as outras de FHD apresentaram um elevado número 

de substituições na proteína E, e quatro cepas, dentre as seis de FHD deste 

estudo, apresentaram alterações no resíduo E338. 
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Quadro 5 - Diferenças de aminoácidos entre as seqüências do gene C e prM/M das cepas de VDEN1 brasileiras comparadas com a cepa 

FGA/89. 

 
Gene Posição FGA 

89 
CEA 
2441 

RED 
118 

MIG 
2062 

BEL 
24717 

MAO 
8860 

MTO 
2672 

CEA 
4364 

CEA 
4367 

AC 
430 

AMA 
1650 

RGN 
401 

ROR 
3629 

AM 
2478 

PI 
914 

PI 
906 

C 

10 R * * * * * * * * * * * * * * * 

19 A * * * * * * * * * * * V * * * 

70 S * * * * * * * * * * * * N * * 

75 N * * * * * * * * * * * * * * * 

95 M * * * * * * * * * I * * * I I 

112 V A A A A A A A A A A A A A A A 

prM/M 

29 A * * * * * * * * * V * V V V V 

59 A * * * V * * * * * * * * * * * 

122 K * * * * * * * * * * * * * * * 

133 F * * * * * * * * * * * * * * * 

143 A * * * * * * * * * * T * * * * 

 

Legenda: Os aminoácidos em vermelho: substituição não-sinônima com mudança de caráter bioquímico; Os aminoácidos em preto: substituição não-sinônima sem 

mudança de caráter bioquímico; *: não ocorreu substituição; FGA/89: Guiana Francesa.   
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Quadro 5 - Diferenças de aminoácidos entre as seqüências dos genes C, prM/M das cepas de VDEN1 brasileiras comparadas com a cepa 

FGA/89 (Continuação).  

 
Gene Posição FGA 

89 
MTO 
3147 

MTO 
3188 

TOC 
4129 

AM 
2472 

MÃO 
9839 

ANA 
13635 

AMA 
1872 

BEL 
78185 

BEL 
78329 

ROR 
6159 

AM 
4115 

ROR 
7108 

AR 
721365 

AR 
721368 

C 

10 R * * * * * * * * Q * * * * * 

19 A * * * * * * * * * * * * * * 

70 S * * * * * * * * * * * * * * 

75 N * * * * * * * * * * * E * * 

95 M * * I I * * * * * * * * I I 

112 V A A A A A A A A A A A A A A 

prM/M 

29 A * * V V V V V V V * * * V V 

59 A * * * * * V V * * * * * * * 

122 K * * * * * * * * * R R R * * 

133 F * * * * * * * * * * S * * * 

143 A * * * * * * * * * * * * * * 

 

Legenda: Os aminoácidos em vermelho: substituição não-sinônima com mudança de caráter bioquímico; Os aminoácidos em preto: substituição não-sinônima sem 

mudança de caráter bioquímico; *: não ocorreu substituição; FGA/89: Guiana Francesa.   
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Quadro 6 - Diferenças de aminoácidos entre as seqüências do gene E das cepas de VDEN1 brasileiras comparadas com a cepa FGA/89. 

 
Gene Posição FGA 

89 
CEA 
2441 

RED 
118 

MIG 
2062 

 BEL 
24717 

MAO 
8860 

MTO 
2672 

CEA 
4364 

CEA 
4367 

AC 
430 

AMA 
1650 

RGN 
401 

ROR 
3629 

AM 
2478 

PI 
914 

PI 
906 

E 

51 T * * * * * * A A * * * * * * * 
58 K * * * * * * * * * * * * * * * 
96 V F F F F F F F F Y F F F F F F 
151 V * * * * * * * * * * * * * * * 
156 T * * * * * * * * * * * * * * * 
170 T * * * * S * * * * * * * * * * 
176 T * * * * * * * * * * * * N * * 
180 T A A A A A A A A A A A A A A A 
227 S * * * * * * * * * * * P * * * 
228 Q * * * * * * * * * * H * * * * 
251 V * * * * * * * * * * * * * * * 
297 M T T T T T T T T T * T * * * * 
329 T * * * * * * * * * * * * * * * 
338 S * * * * * L * * * L * L L * L 
346 T * * * * * * * * * * * * * * * 
362 E * * * * G * * * * * * * * * * 
379 I V V V V V V V V V V V V V V V 
428 V * * * * * * * * * L * L L L L 
436 V * * * * * * * * * I * I I I I 
439 V * * * * * * * * I * * * * * * 
473 A T T T T T T T T T T T T T T T 
478 T * * * * * * * * * * * * * * * 
481 A * * * * * V * * * * * * * * * 

 

Legenda: Os aminoácidos em vermelho: substituição não-sinônima com mudança de caráter bioquímico; Os aminoácidos em preto: substituição não-sinônima sem 

mudança de caráter bioquímico; *: não ocorreu substituição; FGA/89: Guiana Francesa.   
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Quadro 6 - Diferenças de aminoácidos entre as seqüências do gene E das cepas de VDEN1 brasileiras comparadas com a cepa  

FGA/89 (Continuação). 

 
Gene Posição FGA 

89 
MTO 
3147 

MTO 
3188 

TOC 
4129 

AM 
2472 

MÃO 
9839 

ANA 
13635 

AMA 
1872 

BEL 
78185 

BEL 
78329 

ROR 
6159 

AM 
4115 

ROR 
7108 

AR 
721365 

AR 
721368 

E 

51 T * * M * * * * * * * * * * * 
58 K * * * * * * * * R * * * * * 
96 V F F F F F F F F F F F F F F 
151 V * * * * * * A * * * * * * * 
156 T * * * A * * * * * * * * * * 
170 T * * * * * * * * * * * * * * 
176 T * * * * * * * * * * * * * * 
180 T A A A A A A A A A A A A A A 
227 S * * * * * * * * * * * * * * 
228 Q * * * * * * * * * * * * * * 
251 V * * * A * * * * * * * * * * 
297 M T T * * * * * * * * * * * * 
329 T P * * * * * * * * * * * * * 
338 S L * * L L L L L L * * * L L 
346 T * * * * * I * * * * * * * * 
362 E * * * * * * * * * * * * * * 
379 I V V V V V V V V V V V V V V 
428 V * * * L L L L L L * * * L L 
436 V * * * I I I I I I * * * I I 
439 V * * * * * * * * * * * * * * 
473 A T T T T T T T T T T T T T T 
478 T * * * A * * * * * * * * * * 
481 A * V * * * * * * * * * * * * 

 

Legenda: Os aminoácidos em vermelho: substituição não-sinônima com mudança de caráter bioquímico; Os aminoácidos em preto: substituição não-sinônima 

sem mudança de caráter bioquímico; *: não ocorreu substituição; FGA/89: Guiana Francesa.   
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3.2 ANÁLISE FILOGENÉTICA E TEMPO DIVERGÊNCIA 

 

No processo de verificação da presença de saturação, 

analisaram-se as taxas de transição e transversão entre as seqüências obtidas 

neste estudo. À medida que aumenta a divergência entre duas seqüências, o 

número de transições observadas em relação ao das transversões decresce 

em função da saturação, dessa forma, as seqüências obtidas neste estudo, 

não apresentaram saturação, como pode ser visto no gráfico pelas retas de 

transição e transversão, onde a primeira tem um perfil de crescimento maior 

que a segunda, indicando um excelente sinal filogenético (Figura 10). 

 

 

 

 

 

Figura 10 - Análise de saturação do gene  E de VDEN1. s: transição, v: 

transversão, TN93: método de Tamura-Nei. 
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As árvores filogenéticas para as seqüências do gene E foram 

construídas pelo os métodos NJ, MP, MV (modelo selecionado pelo programa 

Modeltest foi GTR + I +G; Base = (0.3379 0.2137 0.2500) Nst=6 Rmat=(1.2590, 

9.0242, 1.6388, 0.4155, 33.8208) Taxa=gama  Formato=1.5977  

Pinvar=0.4475) e método Bayesiano, resultando em árvores com topologias 

similares.  

Embora todos os métodos tenham gerado árvores semelhantes, 

os métodos de MV e Bayesiano evidenciaram topologias ligeiramente mais 

confiáveis. Desta maneira, foi escolhida a topologia gerada pelo método de ML 

para representar as análises deste estudo (Figura 11).  

De acordo com a árvore filogenética gerada, identificou-se a 

presença de cinco genótipos: I, II, III, IV e V. Os nós principais que representam 

cada genótipo apresentaram 100% dos valores de bootstraps. Quanto à 

divergência nucleotídica, a distância dentro de cada genótipo variou até 4% e 

entre cada genótipo variou de 6 a 9%, quanto a identidade nucleotídica das 

cepas do estudo em relação às cepas que circulam em outros países das 

Américas (genótipo V), estabeleceu-se em média 96,95%. 

Todas as cepas deste estudo se agruparam no genótipo V do 

VDEN1, e este se apresentou em três subclades (A, B e C): nas subclades  A e 

B agruparam-se as cepas do continente americano; na C as cepas oriundas do 

oeste da África.  

Na subclade A ficaram distribuídas as cepas do estudo isoladas 

de 1994 a 2000 e as BeH693852RN_01, BeH651987MT_02, 

BeH650975MT_02, BeH733587RR_07, BeH739688AM_07, 
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BeH748499RR_08, juntamente com as outras cepas das Américas. Observou-

se ainda, que as cepas BeH733587RR_07, BeH748499RR_08 e 

BeH739688AM_07, isoladas nos anos de 2007 e 2008, mostraram-se mais 

relacionadas com as cepas isoladas na Venezuela (Figura 11). Na subclade B 

ficaram distribuídas as cepas isoladas a partir de 2001, entretanto, todas as 

cepas do genótipo V foram suportadas por 100% do valor de bootstrap.  

. 
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Figura 11 - Análise filogenética do gene E de VDEN1. Trinta e uma seqüências representando 

os genótipos I, II, III, IV e V foram obtidas no Genbank. Os valores de bootstrap (calculados 

após 1000 réplicas) para o método de MV, encontram-se acima do nó de cada grupo principal. 

As seqüências EU848545 e AB074760 de VDEN1 foram usadas como grupo externo (“out-

group”) durante a análise. Os isolados brasileiros analisados deste trabalho estão marcados 

em vermelho. A barra de escala corresponde à razão de substituição nucleotídica. A distância 

vertical é apenas ilustrativa.   
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O tempo de divergência entre as cepas foi estimado, sendo a taxa 

evolutiva para o gene E calculada em 6,363 x 10-4 por sítio/por ano. As cepas 

analisadas seguiram o modelo de relógio molecular, cujo valor de ucld.stdev 

(0.262) indica que as cepas analisadas não possuem um alto grau de 

heterogeneidade (Figura 12). 

De acordo com a árvore de tempo de divergência, o VDEN1 

originou-se de um ancestral há aproximadamente 113 anos (1896), o qual se 

divergiu dando origem as linhagens ancestrais responsáveis pela emergência 

dos cinco genótipos de VDEN1 identificados até o momento. O ancestral que 

deu origem ao genótipo V, presente nas Américas e oeste da África, sofreu 

divergência há 66,07 anos (1939-1944) e as cepas brasileiras há 41,6 anos 

(entre 1964 - 1969) (Figura 13).  

No Brasil, as cepas isoladas de 1994 a 2000, BeH693852RN_01, 

BeH651987MT_02, BeH650975MT_02 BeH733587RR_07, BeH739688AM_07 

e BeH748499RR_08 foram originadas de uma linhagem ancestral que se 

divergiu há, aproximadamente, 25,31 anos (1979 -1984), enquanto que as 

outras cepas isoladas a partir 2001 originaram-se de um ancestral há 20,86 

anos (1984 - 1989). Observou-se ainda, que as cepas BeH733587RR_07, 

BeH739688AM_07, BeH748499RR_08 e as cepas da Venezuela surgiram de 

um ancestral que divergiu há 5,5 anos (1999 - 2004).  

Segundo o tempo de divergência estimado para todos os genótipos 

(Figura 13), os resultados sugerem que o VDEN1 presente na África, nas 

Américas e no Brasil, originaram-se de uma linhagem ancestral comum. Desta 

linhagem ancestral comum, emergiu uma linhagem que originou duas outras: 
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uma entrou diretamente no Brasil, grupo onde estão presentes somente cepas 

brasileiras, analisadas neste trabalho, isoladas a partir de 2001; a outra 

linhagem ancestral entrou inicialmente em outros países das Américas e se 

dispersou por todo o continente, originando um grupo onde estão as cepas 

isoladas de 1994 a 2000 e as BeH693852RN_01, BeH651987MT_02, 

BeH650975MT_02 BeH733587RR_07, BeH739688AM_07, BeH748499RR_08, 

além das cepas de outras regiões das Américas. 

 

 

 

Figura 12 – Análise do desvio padrão de relógio molecular relaxado lognormal – 

ucld.stdev do gene E das cepas de VDEN1. 
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Figura 13 - Árvore construída pelo método de relógio molecular indicando o tempo de divergência  das cepas VDEN1 estudadas.  Os números 

indicados na barra correspondem à escala em anos, os valores de tempo de divergência estão indicados nos principais nós; As cepas do estudo estão 

destacadas em vermelho. 
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4. DISCUSSÃO 

 

A primeira evidência genética de diferenças existentes entre os 

VDEN do mesmo sorotipo veio de estudos moleculares empregando a técnica 

de “finger printing” para o RNA viral e a primeira comparação utilizando cepas 

de VDEN1 através desta técnica distinguiu três grupos geográficos (Caribe, 

Sudeste Asiático /Pacífico e Africanos) entre 12 diferentes cepas isoladas em 

períodos distintos (Repik et al., 1983).  

Aparentemente, a evolução deste vírus vem apresentando um 

importante impacto sobre a sua virulência em humanos e na epidemiologia da 

dengue em todo o mundo (Klungthong et al., 2008). Alguns estudos realizados 

contribuíram para esclarecer quais as diferentes áreas do genoma viral 

evoluíram ou fixaram mutações em diferentes taxas, e quais exibem “hot spots” 

de elevadas taxas de mutações dentro de uma região, sendo que muitas 

dessas análises já mostraram a região da proteína E e 3’UTR como 

importantes alvos (Dos Santos et al., 2000; 2002; Gonçalves et al., 2002; Rico-

Hesse, 2003). 

Os resultados do presente estudo mostraram que a elevada taxa 

de substituição sinônima (Quadro 4) identificadas nas cepas analisadas pode 

estar relacionada ao grande período de tempo que o VDEN1 circula no Brasil, 

mesmo em índices baixos, considerando-se que este sorotipo teve sua 

introdução confirmada laboratorialmente em 1982, onde também se identificou 

o VDEN4, e em 1986, período em que o VDEN1 se dispersou de modo 

contínuo por todo o território brasileiro (Siqueira Jr., 2005). 
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As análises das seqüências de aminoácidos mostraram uma 

substituição no resíduo prM29 (Ala→Val) (Quadro 5) em várias cepas do 

estudo, portanto, pode-se sugerir que está posição seja um “hot spot” para 

mutações. Estudos realizados por Dos Santos e colaboradores (2002) também 

identificou alterações nesta posição, e Catteau e colaboradores (2003) 

demonstrou que o ectodomínio M está envolvido na indução da morte celular 

por apoptose pelo VDEN, considerando todos os sorotipos, isto mostra o 

quanto é necessário analisar as mutações ocorridas nesta proteína.  

As substituições observadas na região estrutural do genoma 

(Quadro 5 e 6) ocorreram principalmente na região da proteína E. Sabe-se que 

esta proteína está localizada na superfície do VDEN e corresponde ao antígeno 

viral dominante, fixando-se a membrana da célula hospedeira e induzindo a 

resposta imune protetora em humanos (Chambers et al., 1990). Portanto, 

devido a importância desta proteína, é essencial identificar as posições que 

sejam possíveis “hot spot” para eventos de mutação, muito embora o sorotipo 1 

seja considerado menos virulento quando comparado aos outros sorotipos  

(Leitmeyer et al., 1999).  

Na posição E338 ocorreu uma substituição significativa do 

aminoácido Ser para Leu. Este resíduo está localizado no domínio III da 

proteína E, resíduos 299 – 397 que forma a parte C-terminal e a proteína E 

solubilizada, o qual tem como principal função servir de receptor de ligação, 

sendo os resíduos expostos na superfície viral responsáveis por determinar a 

especificidade do receptor, tropismo celular, tipo de vetor e hospedeiro (Chen 

et al., 1997b; Mandl et al., 2000; Crill & Roehrig, 2001; Nayak, et al., 2009). 
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Esta alteração foi identificada em várias cepas deste estudo, sendo também 

previamente descrita por Dos Santos et al.(2002) e Barrero et al. (2004).  

O resíduo E297, onde ocorreu uma substituição de Met para Tre, 

está localizado na interface dos domínios I e III. Estudos já realizados sugerem 

que mutações nas interfaces entre os domínios da proteína E podem 

influenciar na patogenicidade dos flavivirus (Rey et al., 1995). Em várias cepas 

deste estudo ocorreram alterações neste resíduo e, anteriormente, foram 

descritas por Després e colaboradores (1993), Gonçalves e colaboradores 

(2002) e Barrero e colaboradores (2004).  

Observaram-se ainda alterações no resíduo E473, localizado na 

região do peptídeo sinal da NS1, a qual está envolvida no processamento da 

poliproteína viral (Barrero et al., 2004). Essa alteração identificada em todas as 

cepas do presente estudo, caracterizou-se pela substituição do aminoácido Ala 

para Tre, corroborando com os resultados de Després e colaboradores (1993) 

e Barrero e colaboradores (2004), segundo os quais não se identificou 

nenhuma correlação entre a alteração ocorrida neste resíduo e possíveis 

mudanças na estrutura da proteína E.  

Diferenças na severidade da doença associadas a determinados 

sorotipos ou a genótipos específicos têm sido amplamente discutidas (Kyle & 

Harris, 2008; Weaver & Valsilakis, 2009). Alguns estudos compararam 

seqüências de VDEN isoladas de pacientes com FHD e FD, identificando 

variações genéticas entre as cepas, mas não encontraram diferenças 

consistentes que estejam relacionadas à severidade da doença (Blok et al., 
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1991; Sistayanarain et al., 1996; Mangada & Igarashi, 1998; Pandey et al., 

2000; Uzcategui et al., 2001; dos Santos et al., 2002; Raekiansyah et al., 2005).  

A primeira forte evidência de variações genéticas relacionadas à 

severidade da doença veio a partir de estudos com VDEN2, os quais indicaram 

que o genótipo asiático está associado à FHD, enquanto o genótipo americano 

não (Rico-Hesse et al., 1997). Posteriormente, muitos outros estudos com 

outros sorotipos sugeriram a associação das mutações encontradas com a 

severidade do quadro clínico de dengue (Pandey & Igarashi, 2000; Chen et al., 

2008; Ong et al., 2008).  

Ressalta-se ainda que a alta densidade do vetor Aedes. aegypti 

durante surtos e epidemias resulta em um elevado índice de replicação viral, 

permitindo o surgimento de mudanças genéticas intrasorotipo com a 

identificação de diferentes genótipos (Weaver & Vasilakis, 2009). 

Os resultados obtidos na análise das sequências de aminoácidos 

(Quadros 5 e 6) não demonstraram relação entre a variação genética do 

VDEN1 e o quadro clínico apresentado pelos pacientes. Isto pode ser explicado 

pela existência de outros fatores a serem considerados para o desenvolvimento 

ou não de FHD e SCD, tais como: diferenças na suscetibilidade do hospedeiro, 

os quais podem ter predisposição ou resistência a FHD/SCD, possivelmente 

mediada por diferenças no antígeno leucocitário humano (HLA), idade, sexo, 

doença crônica pré-existente; facilitação por anticorpo, que consiste na 

formação de imunocomplexos em uma infecção secundária por um sorotipo 

diferente, pelos anticorpos oriundos de infecção primária (Holmes & Twiddy, 

2003; Coffey et al., 2009).  
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As variações genéticas têm sido analisadas para os quatro 

sorotipos do VDEN, entretanto, o VDEN1 é pouco estudado em termos de 

diversidade genética. O VDEN1 foi introduzido nas Américas em 1977, desde 

então, aparentemente pelo menos um ou dois genótipos dos cinco até aqui 

descritos circulam ou circularam nas Américas e o genótipo V 

(América/África/Ásia) é o único que circula no Brasil até o momento (Gonçalves 

et al., 2002; Rico-Hesse, 2003). Estudos realizados por Santos e colaboradores 

(2004) e Pires Neto e colaboradores (2005), utilizando a região da junção 

E/NS1 de cepas brasileiras, sugeriram a circulação de um único genótipo no 

país. As análises filogenéticas deste estudo (Figura 11) corroboram com a 

classificação descrita por Gonçalves e colaboradores (2002), o qual agrupa as 

cepas brasileiras de VDEN1no genótipo V, juntamente com as demais cepas 

oriundas de outros países do continente Americano (Rico-Hesse, 2003; 

Gonçalves et al., 2002).  

A árvore filogenética construída neste trabalho mostrou uma 

segregação na formação da subclade A, na qual se observou que a maioria 

das cepas brasileiras de VDEN1 isoladas a partir do ano 2001 estão agrupadas 

em um ramo filogenético divergente no genótipo V, o que reflete uma 

segregação independente. Entretanto, as cepas BeH733587RR_07, 

BeH748499RR_08 e BeH739688AM_07 mostraram-se mais relacionadas com 

as procedentes da Venezuela (Figura 11), sugerindo que essas cepas isoladas 

no Brasil são similares ou provenientes da Venezuela, e que podem ter entrado 

no Brasil pela proximidade geográfica deste país com os estados do Amazonas 

e Roraima.    
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Em um estudo realizado por Cáceres e colaboradores (2008), foi 

sugerido que houve a circulação do genótipo IV no Chile em um surto ocorrido 

em 2002. Desta maneira, não podemos excluir a possibilidade de outros 

genótipos de VDEN1 já terem sido introduzidos no Brasil, mas por razões não 

claramente definidas, não foram bem sucedidos e, consequentemente, não se 

dispersaram pelo país. Isto pode estar relacionado a fatores ecológicos, 

vetoriais e do hospedeiro, entre outros (Pires Neto et al., 2005).  

Nas décadas de 80 e 90 ocorreu uma grande expansão das 

epidemias de FD e FHD no sudeste da Ásia, nas Ilhas do sul do Pacífico, nos 

trópicos Caribenhos e Americanos, e devido a uma série de fatores, como: 

mudanças climáticas, controle do vetor e intenso fluxo de viajantes, regiões 

anteriormente não endêmicas se tornaram endêmicas ou hiperendêmicas 

(Gubler & Clark, 1995; Gubler, 1997; Wilder-Smith & Gubler, 2008).  

A evolução do VDEN tem sido um importante fator para virulência 

deste vírus em humanos, bem como representa um grande impacto para a 

epidemiologia da doença em todo o mundo (Rico-Hesse, 2003). Este estudo 

estimou o tempo de divergência do VDEN1 (Figura 13), o qual mostrou que 

este vírus originou-se de uma linhagem ancestral há aproximadamente 113 

anos, corroborando com os resultados de Twiddy e colaboradores (2003) e 

Gonçalves e colaboradores (2002), que estimaram a origem do VDEN1em 125  

e 100 anos, respectivamente.   

A circulação do VDEN1 foi confirmada sorologicamente em várias 

partes do mundo desde a primeira metade do século XX (Gubler, 1997). 

Estudos anteriores inferem que uma cepa associada a uma pandemia mundial 
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constituiu uma linhagem ancestral pela qual divergiram os genótipos do VDEN1 

até então descritos (Gonçalves et al., 2002).  

Twiddy e colaboradores (2003) sugeriram que a dispersão do 

VDEN ocorreu em um curto período de tempo para os quatro sorotipos, e neste 

contexto, é importante notar que um número significativo de casos de FHD 

foram registrados no final do século XIX e início do século XX, período onde as 

taxas de crescimento populacional aceleraram em todo o mundo, o comércio 

mundial cresceu rapidamente, a industrialização e a urbanização ocorreram em 

escala global, proporcionando o aumento populacional de hospedeiros 

suscetíveis e habitats férteis para mosquitos vetores antropofílicos. Nessa 

mesma época, as melhorias ocorridas nos meios de transportes favoreceram o 

processo de dispersão global do vetor e consequentemente do VDEN (O’ 

Brien, 1999; Twiddy et al., 2003; Weaver & Vasilakis, 2009). Uma nova era 

começou para a relação entre o VDEN e o homem, onde a distribuição global 

de todos os sorotipos tem se dado de forma contínua (Weaver & Vasilakis, 

2009). 

Além disso, a primeira evidência para a hipótese de que VDEN é 

de origem zoonótica veio de estudos filogenéticos com o VDEN2, os quais 

demonstraram que cepas obtidas de mosquitos de habitat selvagem do oeste 

da África foram diferentes de todas as outras (Rico-Hesse, 1990). Já os 

estudos feitos por Wang e colaboradores (2000) contribuíram para o melhor 

entendimento a respeito da hipótese da origem selvagem de VDEN, através da 

análise do gene E dos sorotipos 1, 2 e 4 isolados em habitat de florestas 
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tropicais na Malásia por Rundnick e colaboradores (1965; 1967) nas décadas 

de 60 e 70.     

Os resultados de divergência de tempo apresentados neste 

estudo (Figura 13) permitem inferir que as cepas de VDEN1 que circulam no 

Brasil se originaram de um ancestral comum ao das cepas proveniente da 

África, considerando o ciclo de transmissão epidêmica da dengue em 

humanos, no final do século XIX e início do século XX.  

Segundo os dados cronológicos apresentados neste trabalho, a 

linhagem ancestral que originou as cepas de VDEN1 do genótipo V presente 

nas Américas, divergiu entre os anos 1939 a 1944, sendo este período 

precedido por surtos de dengue em alguns países da América, como os EUA - 

Estado do Texas (1922), países caribenhos (1934), e que nas décadas 

seguintes se dispersou para outros países como Panamá, Porto Rico, 

Venezuela e Cuba (Guzman & Kouri, 2002).  

No Brasil, onde um ancestral comum originou as cepas brasileiras 

há 41,61 anos (entre 1964 - 1969), as cepas do estudo divergiram no final da 

década de 60 e ao longo da década de 70, período no qual ocorreu a 

interrupção do programa de erradicação do Aedes aegypti nas Américas do Sul 

e Central, o que culminou com o surgimento de inúmeros surtos de dengue e a 

dispersão do vírus em décadas posteriores para todo Brasil (Gubler, 1998; 

Guzman & Kouri, 2002). 

As cepas BeH733587RR_07, BeH748499RR_08, BeH739688AM_07 e  

as cepas oriundas da Venezuela, provavelmente, surgiram de um ancestral que 

divergiu há 5,5 anos (1999 - 2004), o que permite inferir que a Venezuela pode 
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ser uma das possíveis rotas de entrada do VDEN1 no Brasil. Entretanto, são 

necessários outros estudos que visem o entendimento da filogeografia do 

VDEN1, a fim de definir as suas possíveis rotas de entrada no Brasil, tal como 

foi feito para o estudo do VDEN3 por Araújo e colaboradores (2008). 
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5. CONCLUSÕES 

 

� As diferenças de aminoácidos, nos genes estruturais, ocorridas 

entre as cepas brasileiras do estudo quando comparadas com a 

cepa da Guiana francesa (FGA/89), mostraram a presença de 

importantes substituições não sinônimas com mudanças de 

caráter bioquímico, como nas posições E338 (Ser→Leu) e E297 

(Met →Tre), as quais podem estar relacionados à de virulência 

deste vírus, entretanto, são necessários estudos da estrutura 3D 

da proteína E e análises de mutagênese para ratificar esta 

hipótese; 

� A severidade do quadro clínico não apresentou relação com as 

substituições encontradas, sendo as mesmas identificadas tanto 

em cepas de FD quanto de FHD, sugerindo que a severidade da 

doença pode estar relacionada a fatores inerentes ao hospedeiro, 

como a genética, quadro nutricional, quadro imunológico, idade, 

raça, etc;  

� As cepas selecionadas para o estudo mostraram um elevado grau 

de identidade nucleotídica com as cepas que circulam em outros 

países das Américas (genótipo V); 

� O tempo de divergência estimado para VDEN1, sugere que este 

vírus tem sua origem evolutiva associada a uma linhagem 

ancestral que emergiu há, aproximadamente, 113 anos; 
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� A linhagem ancestral que originou as cepas do genótipo V, 

presente nas Américas  surgiu há, aproximadamente, 66 anos 

(1939-1944), e pode ter sido uma das responsáveis pelos surtos 

relatados em alguns países das Américas nesse período; 

�  As cepas de VDEN1 circulantes no Brasil originaram-se de um 

ancestral comum ao das cepas africanas, considerando o ciclo de 

transmissão em humanos. 
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ANEXO 1 -  Símbolos e siglas dos aminoácidos 

 

Letra Sigla Aminoácidos Caráter 

A Ala Alanina Não polar 

C Cis Cisteína Não polar 

D Asp Ácido aspártico Ácido 

E Glu Ácido glutâmico Ácido 

F Fen Fenilalanina Não polar 

G Gli Glicina Não polar 

H His Histidina Básico 

I Ile Isoleucina Não polar 

K Lis Lisina Básico 

L Leu Leucina Não polar 

M Met Metionina Não polar 

N Asn Asparagina Polar 

P Pro Prolina Não polar 

Q Gln Glutamina Polar 

R Arg Arginina Básico 

S Ser Serina Polar 

T Tre Treonina Polar 

V Val Valina Não polar 

W Trp Triptofano Não polar 

Y Tir Tirosina Polar 
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BeAR721368_PA_2007   .........A .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [540] 
BeH527543_CE_1994    .........A .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [540] 

BeH547625_PA_1996    .........A .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [540] 
BeH550175_MG_1997    .........A .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [540] 

BeH551022_PA_1997    .........A .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [540] 
BeH611377_MA_1999    .........A .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [540] 
BeH622822_MT_2000    .........A .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [540] 

BeH628435_AC_2000    .........A .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [540] 
BeH631185_CE_2000    .........A .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [540] 

BeH631188_CE_2000    .........A .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [540] 
BeH648234_AP_2001    .........A .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [540] 
BeH650290_RR_2001    .........A .......... .......... .......... .......... ......P... .......... .......... ..........  [540] 

BeH650975_MT_2002    .........A .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [540] 
BeH651987_MT_2002    .........A .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [540] 

BeH655243_PI_2002    .........A .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [540] 
BeH655251_PI_2002    .........A .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [540] 
BeH656274_TO_2002    .........A .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [540] 

BeH660415_AM_2002    .....N...A .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [540] 
BeH672029_MA_2003    .........A .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [540] 

BeH685572_PA_2004    .........A .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [540] 
BeH693852_RN_2001    .........A .......... .......... .......... .......... .......H.. .......... .......... ..........  [540] 
BeH695190_AP_2005    .........A .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [540] 

BeH716995_PA_2006    .........A .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [540] 
BeH721251_PA_2007    .........A .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [540] 

BeH733587_RR_2007    .........A .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [540] 
BeH739688_AM_2007    .........A .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [540] 
BeH748499_RR_2008    .........A .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [540] 

BeH660409_AM_2002    .........A .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... A.........  [540] 
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AF226687_GFrancesa89 HTALTGATEI QTSGTTTIFA GHLKCRLKMD KLTLKGMSYV MCTGSFKLEK EVAETQHGTV LVQVKYEGTD APCKIPFSTQ DEKGVTQNGR  [630] 

BeAR721365_PA_2007   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......L.. ..........  [630] 

BeAR721368_PA_2007   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......L.. ..........  [630] 
BeH527543_CE_1994    .......... .......... .......... ......T... .......... .......... .......... .......... ..........  [630] 
BeH547625_PA_1996    .......... .......... .......... ......T... .......... .......... .......... .......... ..........  [630] 

BeH550175_MG_1997    .......... .......... .......... ......T... .......... .......... .......... .......... ..........  [630] 
BeH551022_PA_1997    .......... .......... .......... ......T... .......... .......... .......... .......... ..........  [630] 

BeH611377_MA_1999    .......... .......... .......... ......T... .......... .......... .......... .......... ..........  [630] 
BeH622822_MT_2000    .......... .......... .......... ......T... .......... .......... .......... .......L.. ..........  [630] 
BeH628435_AC_2000    .......... .......... .......... ......T... .......... .......... .......... .......... ..........  [630] 

BeH631185_CE_2000    .......... .......... .......... ......T... .......... .......... .......... .......... ..........  [630] 
BeH631188_CE_2000    .......... .......... .......... ......T... .......... .......... .......... .......... ..........  [630] 

BeH648234_AP_2001    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......L.. ..........  [630] 
BeH650290_RR_2001    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......L.. ..........  [630] 
BeH650975_MT_2002    .......... .......... .......... ......T... .......... .......... .......... .......L.. ..........  [630] 

BeH651987_MT_2002    .......... .......... .......... ......T... .......... .......... ........P. .......... ..........  [630] 
BeH655243_PI_2002    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......L.. ..........  [630] 

BeH655251_PI_2002    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [630] 
BeH656274_TO_2002    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [630] 
BeH660415_AM_2002    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......L.. ..........  [630] 

BeH672029_MA_2003    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......L.. ..........  [630] 
BeH685572_PA_2004    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......L.. .....I....  [630] 

BeH693852_RN_2001    .......... .......... .......... ......T... .......... .......... .......... .......... ..........  [630] 
BeH695190_AP_2005    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......L.. ..........  [630] 
BeH716995_PA_2006    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......L.. ..........  [630] 

BeH721251_PA_2007    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......L.. ..........  [630] 
BeH733587_RR_2007    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [630] 

BeH739688_AM_2007    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [630] 
BeH748499_RR_2008    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [630] 
BeH660409_AM_2002    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......L.. ..........  [630] 
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AF226687_GFrancesa89 LITANPIVTD KEKPVNIETE PPFGESYIIV GAGEKALKLS WFKKGSSIGK MFEATARGAR RMAILGDTAW DFGSIGGVFT SVGKLVHQVF  [720] 

BeAR721365_PA_2007   .......... .......... ........V. .......... .......... .......... .......... .......L.. .....I....  [720] 

BeAR721368_PA_2007   .......... .......... ........V. .......... .......... .......... .......... .......L.. .....I....  [720] 
BeH527543_CE_1994    .......... .......... ........V. .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [720] 
BeH547625_PA_1996    .......... .......... ........V. .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [720] 

BeH550175_MG_1997    .......... .......... ........V. .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [720] 
BeH551022_PA_1997    .......... .......... ........V. .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [720] 

BeH611377_MA_1999    .......... .G........ ........V. .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [720] 
BeH622822_MT_2000    .......... .......... ........V. .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [720] 
BeH628435_AC_2000    .......... .......... ........V. .......... .......... .......... .......... .......... ........I.  [720] 

BeH631185_CE_2000    .......... .......... ........V. .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [720] 
BeH631188_CE_2000    .......... .......... ........V. .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [720] 

BeH648234_AP_2001    .......... .......... ........V. .......... .......... .......... .......... .......L.. .....I....  [720] 
BeH650290_RR_2001    .......... .......... ........V. .......... .......... .......... .......... .......L.. .....I....  [720] 
BeH650975_MT_2002    .......... .......... ........V. .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [720] 

BeH651987_MT_2002    .......... .......... ........V. .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [720] 
BeH655243_PI_2002    .......... .......... ........V. .......... .......... .......... .......... .......L.. .....I....  [720] 

BeH655251_PI_2002    .......... .......... ........V. .......... .......... .......... .......... .......L.. .....I....  [720] 
BeH656274_TO_2002    .......... .......... ........V. .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [720] 
BeH660415_AM_2002    .......... .......... ........V. .......... .......... .......... .......... .......L.. .....I....  [720] 

BeH672029_MA_2003    .......... .......... ........V. .......... .......... .......... .......... .......L.. .....I....  [720] 
BeH685572_PA_2004    .......... .......... ........V. .......... .......... .......... .......... .......L.. .....I....  [720] 

BeH693852_RN_2001    .......... .......... ........V. .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [720] 
BeH695190_AP_2005    .......... .......... ........V. .......... .......... .......... .......... .......L.. .....I....  [720] 
BeH716995_PA_2006    .......... .......... ........V. .......... .......... .......... .......... .......L.. .....I....  [720] 

BeH721251_PA_2007    .......... .......... ........V. .......... .......... .......... .......... .......L.. .....I....  [720] 
BeH733587_RR_2007    .......... .......... ........V. .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [720] 

BeH739688_AM_2007    .......... .......... ........V. .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [720] 
BeH748499_RR_2008    .......... .......... ........V. .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [720] 
BeH660409_AM_2002    .......... .......... ........V. .......... .......... .......... .......... .......L.. .....I....  [720] 
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AF226687_GFrancesa89 GTAYGVLFSG VSWTMKIGIG ILLTWLGLNS RSASLSMTCI AVGMVTLYLG VMVQA[775] 

BeAR721365_PA_2007   .......... .......... .......... ..T....... .......... .....[775] 
BeAR721368_PA_2007   .......... .......... .......... ..T....... .......... .....[775] 

BeH527543_CE_1994    .......... .......... .......... ..T....... .......... .....[775] 
BeH547625_PA_1996    .......... .......... .......... ..T....... .......... .....[775] 
BeH550175_MG_1997    .......... .......... .......... ..T....... .......... .....[775] 

BeH551022_PA_1997    .......... .......... .......... ..T....... .......... .....[775] 
BeH611377_MA_1999    .......... .......... .......... ..T....... .......... .....[775] 

BeH622822_MT_2000    .......... .......... .......... ..T....... V......... .....[775] 
BeH628435_AC_2000    .......... .......... .......... ..T....... .......... .....[775] 
BeH631185_CE_2000    .......... .......... .......... ..T....... .......... .....[775] 

BeH631188_CE_2000    .......... .......... .......... ..T....... .......... .....[775] 
BeH648234_AP_2001    .......... .......... .......... ..T....... .......... .....[775] 

BeH650290_RR_2001    .......... .......... .......... ..T....... .......... .....[775] 
BeH650975_MT_2002    .......... .......... .......... ..T....... .......... .....[775] 
BeH651987_MT_2002    .......... .......... .......... ..T....... V......... .....[775] 

BeH655243_PI_2002    .......... .......... .......... ..T....... .......... .....[775] 
BeH655251_PI_2002    .......... .......... .......... ..T....... .......... .....[775] 

BeH656274_TO_2002    .......... .......... .......... ..T....... .......... .....[775] 
BeH660415_AM_2002    .......... .......... .......... ..T....... .......... .....[775] 
BeH672029_MA_2003    .......... .......... .......... ..T....... .......... .....[775] 

BeH685572_PA_2004    .......... .......... .......... ..T....... .......... .....[775] 
BeH693852_RN_2001    .......... .......... .......... ..T....... .......... .....[775] 

BeH695190_AP_2005    .......... .......... .......... ..T....... .......... .....[775] 
BeH716995_PA_2006    .......... .......... .......... ..T....... .......... .....[775] 
BeH721251_PA_2007    .......... .......... .......... ..T....... .......... .....[775] 

BeH733587_RR_2007    .......... .......... .......... ..T....... .......... .....[775] 
BeH739688_AM_2007    .......... .......... .......... ..T....... .......... .....[775] 

BeH748499_RR_2008    .......... .......... .......... ..T....... .......... .....[775] 
BeH660409_AM_2002    .......... .......... .......... ..T....A.. .......... .....[775] 
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APÊNDICE 2- Alinhamento das sequências de nucleotídeos analisadas com a cepas FGA/89. 
 

 

 

AF226687_GFrancesa89 ATG AAC AAC CAA CGG AAA AAG ACG GGT CGA CCG TCT TTC AAT ATG CTG AAA CGC GCG AGA AAC CGC GTG TCA ACT GGT TCA CAG TTG GCG  [90] 

BeAR721365_PA_2007   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [90] 
BeAR721368_PA_2007   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [90] 
BeH527543_CE_1994    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [90] 
BeH547625_PA_1996    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [90] 
BeH550175_MG_1997    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [90] 
BeH551022_PA_1997    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [90] 
BeH611377_MA_1999    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [90] 
BeH622822_MT_2000    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [90] 
BeH628435_AC_2000    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [90] 
BeH631185_CE_2000    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [90] 
BeH631188_CE_2000    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [90] 
BeH648234_AP_2001    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [90] 
BeH650290_RR_2001    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .T. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [90] 
BeH650975_MT_2002    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [90] 
BeH651987_MT_2002    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [90] 
BeH655243_PI_2002    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [90] 
BeH655251_PI_2002    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [90] 
BeH656274_TO_2002    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [90] 
BeH660415_AM_2002    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [90] 
BeH672029_MA_2003    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [90] 
BeH685572_PA_2004    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [90] 
BeH693852_RN_2001    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [90] 
BeH695190_AP_2005    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [90] 
BeH716995_PA_2006    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [90] 
BeH721251_PA_2007    ... ... ... ... ... ... ... ... ... .A. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [90] 
BeH733587_RR_2007    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [90] 
BeH739688_AM_2007    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [90] 
BeH748499_RR_2008    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [90] 
BeH660409_AM_2002    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [90] 
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AF226687_GFrancesa89 AAG AGA TTC TCA AAA GGA TTG CTT TCA GGC CAA GGA CCC ATG AAA TTG GTG ATG GCT TTT ATA GCA TTT CTA AGA TTT CTA GCC ATA CCC  [180] 

BeAR721365_PA_2007   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [180] 
BeAR721368_PA_2007   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [180] 
BeH527543_CE_1994    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [180] 
BeH547625_PA_1996    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [180] 
BeH550175_MG_1997    ... ... ... ... ... ... ... ..A ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [180] 
BeH551022_PA_1997    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [180] 
BeH611377_MA_1999    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [180] 
BeH622822_MT_2000    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [180] 
BeH628435_AC_2000    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [180] 
BeH631185_CE_2000    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [180] 
BeH631188_CE_2000    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [180] 
BeH648234_AP_2001    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [180] 
BeH650290_RR_2001    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [180] 
BeH650975_MT_2002    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [180] 
BeH651987_MT_2002    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [180] 
BeH655243_PI_2002    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [180] 
BeH655251_PI_2002    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [180] 
BeH656274_TO_2002    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [180] 
BeH660415_AM_2002    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... C.. ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [180] 
BeH672029_MA_2003    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [180] 
BeH685572_PA_2004    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [180] 
BeH693852_RN_2001    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [180] 
BeH695190_AP_2005    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [180] 
BeH716995_PA_2006    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [180] 
BeH721251_PA_2007    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [180] 
BeH733587_RR_2007    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [180] 
BeH739688_AM_2007    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [180] 
BeH748499_RR_2008    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [180] 
BeH660409_AM_2002    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [180] 
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AF226687_GFrancesa89 CCA ACA GCA GGA ATT TTG GCT AGA TGG AGC TCA TTC AAG AAG AAT GGA GCA ATC AAA GTG TTA CGG GGT TTC AAA AAA GAG ATC TCA AGC  [270] 

BeAR721365_PA_2007   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ..T ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ...  [270] 
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BeAR721365_PA_2007   ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... T.. ..C ... ... ... ... ... ... A.. ... ... ... ...  [2160] 
BeAR721368_PA_2007   ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... T.. ..C ... ... ... ... ... ... A.. ... ... ... ...  [2160] 
BeH527543_CE_1994    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ..A ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [2160] 
BeH547625_PA_1996    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ..A ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [2160] 
BeH550175_MG_1997    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ..A ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [2160] 
BeH551022_PA_1997    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ..A ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [2160] 
BeH611377_MA_1999    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ..A ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ...  [2160] 
BeH622822_MT_2000    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ..A ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [2160] 
BeH628435_AC_2000    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ..A ... ... ... ... ... ... ... ... A.. ...  [2160] 
BeH631185_CE_2000    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..A ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [2160] 
BeH631188_CE_2000    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..A ... ... ... ... ..A ... ... ... ... ...  [2160] 
BeH648234_AP_2001    ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... T.. ..C ... ... ... ... ... ... A.. ... ... ... ...  [2160] 
BeH650290_RR_2001    ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... T.. ..C ... ... ... ... ... ... A.. ..T ... ... ...  [2160] 
BeH650975_MT_2002    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ..A ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [2160] 
BeH651987_MT_2002    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ..A ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [2160] 
BeH655243_PI_2002    ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... T.. ..C ... ... ... ... ... ... A.. ... ... ... ...  [2160] 
BeH655251_PI_2002    ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... T.. ..C ... ... ... ... ... ... A.. ... ... ... ...  [2160] 
BeH656274_TO_2002    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ... ... ... ..C ..A ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [2160] 
BeH660415_AM_2002    ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... T.. ..C ... ... ... ... ... ... A.. ..T ... ... ...  [2160] 
BeH672029_MA_2003    ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... T.. ..C ... ... ... ... ... ... A.. ... ... ... ...  [2160] 
BeH685572_PA_2004    ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... T.. ..C ... ... ... ... ... ... A.. ... ... ... ...  [2160] 
BeH693852_RN_2001    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ..A ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [2160] 
BeH695190_AP_2005    ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... T.. ..C ... ... ... ... ... ... A.. ... ... ... ...  [2160] 
BeH716995_PA_2006    ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... T.. ..C ... ... ... ... ... ... A.. ... ... ... ...  [2160] 
BeH721251_PA_2007    ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... T.. ..C ... ... ... ... ... ... A.. ... ... ... ...  [2160] 
BeH733587_RR_2007    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ... ... ... ... ..A ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [2160] 
BeH739688_AM_2007    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ... ... ... ... ..A ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [2160] 
BeH748499_RR_2008    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ... ... ... ... ..A ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [2160] 
BeH660409_AM_2002    ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... T.. ..C ... ... ... ... ... ... A.. ... ... ... ...  [2160] 
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AF226687_GFrancesa89 GGA ACC GCA TAC GGG GTC CTG TTC AGC GGC GTT TCT TGG ACC ATG AAA ATA GGA ATA GGG ATT CTG CTG ACA TGG TTG GGA TTA AAT TCA  [2250] 

BeAR721365_PA_2007   ... ..T ... ..T ... ..T ... ... ... ..T ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [2250] 
BeAR721368_PA_2007   ... ..T ... ..T ... ..T ... ... ... ..T ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [2250] 
BeH527543_CE_1994    ... ... ... ..T ..T ..T ... ... ... ..T ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [2250] 
BeH547625_PA_1996    ... ... ... ..T ..T ..T ... ... ... ..T ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [2250] 
BeH550175_MG_1997    ... ... ... ..T ..T ..T ... ... ... ..T ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [2250] 
BeH551022_PA_1997    ... ... ... ..T ..T ..T ... ... ... ..T ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [2250] 
BeH611377_MA_1999    ... ... ... ..T ..T ..T ... ... ... ..T ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [2250] 
BeH622822_MT_2000    ... ... ... ..T ..T ..T ... ... ... ..T ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ...  [2250] 
BeH628435_AC_2000    ... ... ... ..T ..T ..T ... ... ... ..T ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [2250] 
BeH631185_CE_2000    ... ... ... ..T ..T ..T ... ... ... ..T ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... T.. ... ... ... ... ... ... ...  [2250] 
BeH631188_CE_2000    ... ... ... ..T ..T ..T ... ... ... ..T ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... T.. ... ... ... ... ... ... ...  [2250] 
BeH648234_AP_2001    ... ..T ... ..T ... ..T ... ... ... ..T ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [2250] 
BeH650290_RR_2001    ... ..T ... ..T ... ..T ... ... ... ..T ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [2250] 
BeH650975_MT_2002    ... ... ... ..T ..T ..T ... ... ... ..T ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [2250] 
BeH651987_MT_2002    ... ... ... ..T ..T ..T ... ... ... ..T ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [2250] 
BeH655243_PI_2002    ... ..T ... ..T ... ..T ... ... ..T ..T ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [2250] 
BeH655251_PI_2002    ... ..T ... ..T ... ..T ... ... ... ..T ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [2250] 
BeH656274_TO_2002    ... ... ... ..T ... ..T ... ... ... ..T ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... T.. ... ... ... ... ... ... ...  [2250] 
BeH660415_AM_2002    ... ..T ... ..T ... ..T ... ... ... ..T ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [2250] 
BeH672029_MA_2003    ... ..T ... ..T ... ..T ... ... ... ..T ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [2250] 
BeH685572_PA_2004    ... ..T ... ..T ... ..T ... ... ... ..T ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... C.. ... ... ... ...  [2250] 
BeH693852_RN_2001    ... ... ... ..T ..T ..T ... ... ... ..T ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [2250] 
BeH695190_AP_2005    ... ..T ... ..T ... ..T ... ... ... ..T ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [2250] 
BeH716995_PA_2006    ... ..T ... ..T ... ..T ... ... ... ..T ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [2250] 
BeH721251_PA_2007    ... ..T ... ..T ... ..T ... ... ... ..T ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [2250] 
BeH733587_RR_2007    ... ... ... ..T ... ..T ... ... ... ..T ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... T.. ... ... ... ... ... ... ...  [2250] 
BeH739688_AM_2007    ... ... ... ..T ... ..T ... ... ... ..T ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... T.. ... ... ... ... ... ... ...  [2250] 
BeH748499_RR_2008    ... ... ... ..T ... ..T ... ... ... ..T ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... T.. ... ... ... ... C.. ... ...  [2250] 
BeH660409_AM_2002    ... ..T ... ..T ... ..T ... ... ... ..T ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [2250] 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

35 

 

 

 

 

AF226687_GFrancesa89 AGG AGC GCG TCG CTT TCG ATG ACG TGC ATT GCA GTT GGC ATG GTT ACA CTG TAC CTA GGA GTC ATG GTT CAA GCG G[2326] 

BeAR721365_PA_2007   ... ... A.. ..A ... ..A ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .[2326] 
BeAR721368_PA_2007   ... ... A.. ..A ... ..A ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .[2326] 
BeH527543_CE_1994    ... ... A.. ..A ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .[2326] 
BeH547625_PA_1996    ... ... A.. ..A ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .[2326] 
BeH550175_MG_1997    ... ... A.. ..A ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .[2326] 
BeH551022_PA_1997    ... ... A.. ..A ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .[2326] 
BeH611377_MA_1999    ... ... A.. ..A ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ... ... ... ... ... .[2326] 
BeH622822_MT_2000    ... ... A.. ..A ... ... ... ... ... ..C .T. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .[2326] 
BeH628435_AC_2000    ... ... A.. ..A ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .[2326] 
BeH631185_CE_2000    ... ... A.. ..A ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .[2326] 
BeH631188_CE_2000    ... ... A.. ..A ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .[2326] 
BeH648234_AP_2001    ... ... A.. ..A ... ..A ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .[2326] 
BeH650290_RR_2001    ... ... A.. ..A ... ..A ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .[2326] 
BeH650975_MT_2002    ... ... A.. ..A ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .[2326] 
BeH651987_MT_2002    ... ... A.. ..A ... ... ... ... ... ... .T. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .[2326] 
BeH655243_PI_2002    ... ... A.. ..A ... ..A ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .[2326] 
BeH655251_PI_2002    ... ... A.. ..A ... ..A ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .[2326] 
BeH656274_TO_2002    ... ... A.. ..A ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .[2326] 
BeH660415_AM_2002    ... ... A.. ..A ... ..A ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .[2326] 
BeH672029_MA_2003    ... ... A.. ..A ... ..A ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .[2326] 
BeH685572_PA_2004    ... ... A.. ..A ... ..A ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .[2326] 
BeH693852_RN_2001    ... ... A.. ..A ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .[2326] 
BeH695190_AP_2005    ... ... A.. ..A ... ..A ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .[2326] 
BeH716995_PA_2006    ... ... A.. ..A ... ..A ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .[2326] 
BeH721251_PA_2007    ... ... A.. ..A ... ..A ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .[2326] 
BeH733587_RR_2007    ... ... A.. ..A ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .[2326] 
BeH739688_AM_2007    ... ... A.. ..A ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .[2326] 
BeH748499_RR_2008    ... ... A.. ..A ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .[2326] 
BeH660409_AM_2002    ... ... A.. ..A ... ..A ... G.. ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .[2326] 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


