ARTIGO ORIGINAL | ORIGINAL ARTICLE

Caracterizagdo antigénica e molecular de virus isolados
de mosquitos capturados no Estado do Pard, Brasil

Antigenic and molecular characterization of viruses isolated from mosquitoes
captured in Pard State, Brazil

Juliana Abreu Lima', Alana Watanabe de Sousa', Sandro Patroca Silva?, Landeson Junior Leopoldino Barros', Daniele
Barbosa de Almeida Medeiros', Anténio Gregorio Dias Junior', Sueli Guerreiro Rodrigues', Pedro Fernando da Costa
Vasconcelos', Jannifer Oliveira Chiang'

! Instituto Evandro Chagas/SVS/MS, Secéo de Arbovirologia e Febres Hemorrdgicas, Ananindeua, Pard, Brasil
2 Instituto Evandro Chagas/SVS/MS, Centro de Inovacées Tecnolégicas, Ananindeua, Pard, Brasil

RESUMO

Os arbovirus estdo amplamente distribuidos pelo mundo e, no Brasil, cerca de 200 espécies diferentes tém sido
isoladas e muitas delas estdo associadas a doencas em humanos. A maioria dos arbovirus estd classificada na
familia Bunyaviridae que, por possuirem trés segmentos de RNA, apresentam uma caracteristica importante de
rearranjo genético, formando novos virus no mundo. O advento de novas ferramentas de biologia molecular
para sequenciamento gendmico, aliado aos cldssicos testes sorolégicos de fixacdo do complemento (FC), teste
de neutralizacdo (TN) e inibicdo da hemaglutinacdo (IH) permitem uma melhor caracterizacdo e identificacdo
viral, principalmente dos virus frutos de rearranjos genéticos. Dessa forma, este estudo descreve as caracteristicas
sorolégicas e moleculares de trés isolados virais (BeAR 544767, BeAR 643361 e BeAR 701402) obtidos a partir
de mosquitos no Estado do Pard pela Secdo de Arbovirologia e Febres Hemorrdgicas do Instituto Evandro Chagas.
Os testes de FC e TN foram utilizados para a caracterizagéo antigénica e, para a molecular, foram utilizadas
duas plataformas de sequenciamento gendmico: 454 FLX e lon PGM™. Pelo teste de FC foi possivel definir que
os trés isolados apresentavam reacdo cruzada entre os virus Tucunduba (VTUC) e virus Taiassui. O TN definiu os
isolados virais BeAR 544767 e BeAR 701402 como cepas do VTUC, sendo essa classificacdo confirmada também
pela caracterizacdo molecular para os trés isolados virais em estudo. Portanto, os isolados virais BeAR 544767,
BeAR 643361 e BeAR 701402 foram classificados como cepas do VIUC, dentro do grupo Wyeomyia, familia
Bunyaviridae, género Orthobunyavirus.
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ABSTRACT

Arboviruses are widely distributed worldwide and, in Broazil, approximately 200 species have been isolated and
many are associated with human diseases. Most arboviruses are classified within the Bunyaviridae family, which
present three RNA segments and an important genetic reassortment characteristic, thus forming new types of viruses
globally. New molecular biology techniques for genome sequencing, associated with classic serological tests, such
as complement fixation (CF), neutralization test (NT), and hemagglutination inhibition (HI), enable enhanced viral
identification and characterization, particularly of viruses generated by genetic reassortment. Thus, the serological
and molecular characteristics of three viral samples (BeAR 544767, BeAR 643361, and BeAR 701402) obtained
from mosquitoes in Pard State by the Arbovirology and Hemorrhagic Fevers Section of the Instituto Evandro
Chagas were determined. Antigen characterization was performed using CF and NT; molecular characterization
was conducted using two genomic sequencing platforms: 454 FLX and lon PGM™. The results of CF indicated
that all three isolates presented cross-reactivity between the Tucunduba (TUCV) and Taiassui viruses. Viral isolates
of BeAR 544767 and BeAR 701402 were classified as TUCV strains by NT, which was confirmed by molecular
characterization of the three isolates. Thus, viral isolates of BeAR 544767, BeAR 643361, and BeAR 701402 were
classified as TUCV strains and they belong to the Wyeomyia group, Bunyaviridae family, and Orthobunyavirus genus.
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INTRODUCAO

Os virus transmitidos por artrépodes hematéfagos,
conhecidos como arbovirus, estdo distribuidos em
todos os contfinentes, exceto na Antdrtica, onde ainda
ndo existem relatos de infeccGo por esses virus. Séo
mantidos em natureza por meio de ciclos biolégicos,
envolvendo hospedeiros vertebrados  suscetiveis e
artrépodes hematéfagos, e transmitidos por repasto
sanguineo’.

Nas regides tropicais, o ciclo de transmissdo ocorre
ao longo de todas as estagdes climdticas, uma vez que
vetores e hospedeiros convivem no mesmo ambiente?,
justificando assim o elevado ndmero de isolamentos
virais referentes a novos e possiveis arbovirus nessas
regides, sendo registrados no Catélogo Internacional
dos Arbovirus e outros virus de vertebrados (mais
de 530 virus). Na RegiGo Amazénica, até o ano
de 2010, cerca de 200 diferentes arbovirus foram
isolados®.

Dentre as cinco principais familias, nas quais
a grande maioria dos arbovirus estd distribuida
(Bunyaviridae, Flaviviridae, Togaviridae, Reoviridae e
Rhabdoviridae), destaca-se a familia Bunyaviridae,
por conter o maior nimero de arbovirus classificados
em cinco géneros: Tospovirus, Nairovirus, Phlebovirus,
Hantavirus e Orthobunyavirus, esse Gltimo relevante
para a salde publica, pois apresenta arbovirus
capazes de causar doenca em humanos*®. Os
bunyavirus  apresenfam  morfologia  esférica e
envelope viral, variando entre 80 a 120 nm
de didmetro. O material genético é constituido
por trés segmentos de RNA, sendo um pequeno
(S = small), um médio (M — medium) e um grande
(L — large)®.

Uma  caracteristica  importante da  familia
Bunyaviridae é o frequente rearranjo genético
observado entre virus que infectam uma mesma célula;
durante o processo de montagem das particulas
virais, frocam segmentos, dando origem a novos virus
rearranjados. O uso apenas de testes sorolégicos
classicos dificulta a identificacdo desses virus, uma vez
que o teste de fixacGo do complemento (FC) detecta o
segmento S e os testes de inibicdo da hemaglutinacéo
(IH) e neutralizacdo (TN) detectam o segmento M,
demonstrando, por meio de testes diferentes, que
possivelmente trata-se de um virus rearranjado. Assim,
nesses casos, o sequenciamento nucleotidico é de suma
importéncia, pois a partir dele e pelas ferramentas
moleculares, esses eventos sGo possiveis de serem
identificados’.

O género Orthobunyavirus, que até o ano de
2005 era chamado de Bunyavirus®, compreende
mais de 350 virus isolados de diferentes espécies de
vetores, como moscas e percevejos, muito embora
a maioria dos orthobunyavirus seja transmitida por
mosquitos”'°. Algumas espécies de mosquitos podem
passar a transmitir determinadas arboviroses apds
alteracdes ambientais, como observado nos estudos
realizados a partir da construcdo da usina hidrelétrica
de Tucurui, Estado do Pard, Brasil, onde o virus

Maguari, antes transmitido por sabetineos, passou a
ter mosquitos do género Anopheles como vetores''.
Ademais, o género Orthobunyavirus apresenta grande
diversidade de virus e hospedeiros/vetores, o que
torna a chance de isolar um virus rearranjado muito
maior. Assim, estudos de caracterizacdo viral, com
base nas caracteristicas antigénicas e moleculares,
sdo importantes, especialmente nos casos de virus
identificados nos testes sorolégicos como pertencentes
& familia Bunyaviridae, género Orthobunyavirus. O
objetivo deste estudo foi descrever a caracterizacdo
sorolégica e molecular de trés isolados virais
provenientes de mosquitos capturados no Estado
do Pard.

MATERIAIS E METODOS
ISOLADOS VIRAIS

Neste estudo foram utilizados trés isolados virais
obtidos e cedidos pela Secdo de Arbovirologia e Febres
Hemorrdgicas (SAARB) do Instituto Evandro Chagas
(IEC). A cepa BeAR 544767 foi isolada a partir de um
lote de mosquitos Wyeomyia sp. coletados na Floresta
Nacional (Flona) de Caxivang, situada no nordeste do
Estado do Pard (Lat. 2°15'S, Long. 52°W / Lat. 1°30),
long. 51°15), abrangendo os Municipios de Portel
e Melgaco; enquanto que as cepas BeAR 643361 e
BeAR 701402 foram isoladas a partir de mosquitos
das espécies Limatus flavisetosus e Psorophora ferox,
coletados em Altamira, Estado do Pard, no ano de
2001 e 2006, respectivamente. O estudo foi aprovado
pelo Comité de FEtica no Uso de Animais do IEC,
certificados n. 15/2009, 02/2014 e 04/2014.

ESTOQUE VIRAL

Foi produzido estoque viral
albinos suicos
liofilizada de

em camundongos
recém-nascidos, a partir de suspensdo
cérebros de camundongos infectados
com as 1rés cepas virais em estudo. O material
liofilizado foi reconstituido com 0,5 mL de dgua
destilada e 0,02 mL inoculado por via intracerebral nos
camundongos recém-nascidos, que, apds apresentarem
sinais de doenca, foram coletados e armazenados a
-80° C para o desenvolvimento do estudo, conforme
Lenette'?.

CARACTERIZACAO ANTIGENICA

A caracterizacdo antigénica dos trés isolados
virais foi realizada pelos testes de FC e de TN em
camundongos. O teste de FC foi realizado conforme
a técnica descrita por Fulton e Dumbell'® e adaptada
para microplacas por Beaty et al'. Foram utilizadas
suspensdes virais a partir de cérebros de camundongos
infectados com os respectivos isolados, os quais foram
testados em duas principais etapas: inicialmente
com os diferentes pools de fluidos asciticos imunes
(FAl) da maioria dos arbovirus isolados pela SAARB/
IEC (grupos antigénicos: A, B, C, Capim, Guamd,
Bunyamwera, Anopheles A, Plebotomus, VSV, Timbé
e Changuinola); e, em caso de reacd@o positiva para
um dos grupos antigénicos citados, realizaram-se



outros testes com cada um dos integrantes virais
do grupo. O teste de FC é interpretado a partir da
percentagem de hemdlise observada em uma escala
de 0 a 4; no qual O é hemdlise total das hemdcias
(100%); 1, hemdlise de 75%; 2, hemoélise de 50%;
3, hemodlise de 25%; e 4, auséncia de hemélise, 0%.
Foi considerada positiva toda reacdo sem hemdlise
ou com até 25%. Os titulos do teste de FC foram
classificados pelos valores da maior diluicdo positiva
do anticorpo sobre a maior diluicdo positiva do
antigeno.

O TN foi realizado por meio de diluicdes seriadas
de 10 vezes do virus e diluico constante do soro'®.
Os soros utilizados para essa metodologia foram
selecionados a partir dos resultados do teste de FC.
A interpretacéo dos resultados foi feita a partir do
célculo de DL, /0,02 ml, de acordo com Reed e
Muench'é, sendo considerados positivos os soros que
apresentaram um indice logaritmico de neutralizacdo
(ILN) maior ou igual a 1,8. Esse feste é bastante
utilizado com o intuito de elucidar possiveis reacoes
cruzadas observadas entre virus de um mesmo grupo
antigénico, uma vez que apresenta maior especificidade
do que o teste de FC, além de dar um indicativo de
virus rearranjados.

CARACTERIZACAO MOLECULAR
Sequéncias gendémicas

Para a obtencdo do RNA viral dos trés materiais
analisados neste estudo, foram utilizadas culturas de
células VERO infectadas apresentando 90% de efeito
citopdtico. Todas as etapas para infeccéo dos cultivos
celulares seguiram a técnica descrita por Lennette'?.
Duas plataformas  de  sequenciomento de nova
geracdo — 454 FLX (Roche® Branford, Connecticut,
EUA) e lon PGM™ (lon Torrent, Life Technologies,
Calitérnia, EUA) — foram utilizadas para a obtencdo
das sequéncias gendmicas, as quais foram precedidas
de uma etapa adicional que consistiu na concentracdo
das particulas virais a partir de 10 mL de sobrenadante
de células VERO infectadas com os respectivos isolados
virais.

Os materiais foram centrifugados a 2.000 rotacées
por minuto (rpm) por 10 min e o sobrenadante
foi transferido para um novo tubo e submetido a
uma nova etopa de centrifugacdo a 4.000 rpm
por 5 min. O novo sobrenadante foi filtrado em
filtro estéril de 0,2 pum e transferido para um novo
tubo. Em seguida, adicionou-se 1,48 mL de NaCl
5M estéril e 10,8 mlL de polietilenoglicol (PEG)
8.000 (Sigma-Aldrich®, Missouri, EUA) em é mlL do
sobrenadante filtrado. A suspens@o foi entdo incubada
a 4° C por 30 min e, posteriormente, centrifugada
a 6.000 rpm por 1 h a 4° C. O sobrenadante foi
descartado e o pellet resultante da centrifugacdo
com PEG foi ressuspendido em 250 ul de tampéo
fosfato  salino  (phosphate buffered saline — PBS);
posteriormente, foi adicionado 12,5 ul de RNAse
para degradar o RNA de interfferéncia uma vez
que a particula viral ainda se encontrava integra.

A suspensdo foi incubada por 30 min a 37° C.
Finalmente, foram adicionados mais 238 ul de
PBS, a fim de adequar a amostra para extragdo

do RNA.

A extraggo do RNA viral ocorreu utilizando
PureLink™ Viral RNA Mini Kit (Invitrogen, Califémia,
EUA) para a plataforma 454 FLX e TRlzol LS
Reagente (Invitrogen), e o kit QlAamp RNA Viral
para plataforma  lon  PGM, ambos seguindo-se
orienfacdo dos fabricantes. A quantificacdo da
concentracdo do RNA viral dos trés materiais foi
realizada pelo equipamento Qubit™, de acordo com
instrucées do fabricante. A faixa de concentracéo
minima ideal de RNA para o sequenciamento foi de
20 ng/pl.

O genoma viral foi obtido a partir do método
de pirosequenciamento (454 FLX) e sequenciamento
semicondutor de fon, lon PGM™. Embora sejom
metodologias diferentes, o processo de sequenciamento
nucleotidico é semelhante entre ambas e ocorreu em
trés etapas: preparo da biblioteca genémica e selegdo
dos tamanhos dos fragmentos; PCR em emulsdo

e enriquecimento; e reacdo de sequenciamento
nucleotidico. Todas as etapas foram realizadas
de acordo com as instrucdes dos respectivos

fabricantes.
Andlise bioinformatica

As leituras geradas pelas plataformas 454 e
PGM foram montadas utilizando a metodologia
De Novo por meio dos programas Newbler v3 e
Mira v4, respectivamente. As sequéncias montadas
foram comparadas com outras sequéncias de virus
depositadas  no  GenBank  (http://www.ncbi.nlm.nih.
gov/), com o intuito de avaliar a homologia entre as
mesmas. Posteriormente, as andlises de curadoria
foram realizadas utilizando o programa Geneious vé
(Biomatters, Nova Zelandia).

As sequéncias dos isolados virais foram comparadas
com sequéncias nucleotidicas de virus disponiveis no
GenBank. Para construcéo das drvores filogenéticas,
as sequéncias foram alinhadas no programa BioEdit.
As érvores foram construidas empregando-se o método
de maxima verossimilhanca (MV)'”  em  conjunto
com o fteste de bootstrap, fixando 1.000 réplicas
para gerar maior confiabilidade aos valores dos
grupamentos'8.

RESULTADOS

CARACTERIZACAO ANTIGENICA

Os trés isolados virais em estudo (BeAR 544767,
BeAR 643361 e BeAR 701402), inicialmente, reagiram
positivamente no teste de FC para o pool de FAl do
sorogrupo Bunyamwera (virus Tucunduba - VTUC,
virus Taiassui — VTAI, virus laco, virus Sororoca, virus
Maguari, virus Kairi, virus Xingu e virus Guaroa) e,
apds testar os virus em estudo para todos os integrantes
desse grupo antigénico, os trés isolados virais
apresentaram reacdo cruzada para VIUC e VTAI, com
titulos descritos na tabela 1.
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Tabela 1 — Resultados dos testes de fixacdo do

complemento dos isolados virais BeAR
544767, BeAR 643361 e BeAR 701402 com

VTAl e VTUC
Anticorpo
Antigeno
VTAI (AR 671)  VTUC (AR 278)
BeAR 544767 256/256 128/256
BeAR 643361 64/64 32/128
BeAR 701402 256/64 256/128

No TN, os isolados virais BeAR 544767 e BeAR
701402 foram neutralizados apenas pelo soro do
VTUC (AR 278) com indice logaritmico de neutralizacéo
maior ou igual a 1,8 (Tabela 2). Para o virus BeAR
643361, ndo foi realizado o TN.

Tabela 2 — Resultado do TN dos isolados BeAR 544767,
BeAR 643361 e BeAR 701402 com VTAIl e

VTUC
Anticorpo em DL, /0,02 mL
Antigeno
VTAI (AR 671) VTUC (AR 278)
BeAR 544767 1,0 > 1,8
BeAR 643361 NR NR
BeAR 701402 1,0 > 1,8

NR: Néo realizado.

CARACTERIZACAO MOLECULAR

A regido codificante completa de cada um
dos isolados virais em estudo é constituida de trés
segmentos de RNA fita simples: um segmento pequeno
(S-RNA), um segmento médio (M-RNA) e um segmento
grande (L-RNA) com tamanho semelhante entre
eles (Tabela 3), flanqueada pelas regides 5' e 3. O
segmento S-RNA codifica uma Unica proteina, referente
ao nucleocapsideo, a proteina N; o segmento M-RNA
codifica duas proteinas estruturais, as glicoproteinas
Gn e Gc, e uma proteina ndo estrutural, a proteina
NSm; e o segmento L-RNA apresenta uma Unica cadeia
aberta de leitura (CAL), a qual codifica a proteina L que
corresponde a RNA-polimerase RNA-dependente.

Filogenia

As andlises filogenéticas dos isolados virais foram
realizadas utilizando as sequéncias aminoacidicas da
CAL dos trés segmentos pelo método MV. Na drvore
filogenética gerada para o segmento S, foi possivel
observar que os membros do género Orthobunyavirus
ficaram agrupados em clados representando os diversos
grupos existentes, sustentados por valores de bootstrap

entre 85% a 100%.

O complexo Wyeomyia formou um clado bastante
consistente, dividido em dois subclados, em que os
virus laco, Anhembi, Cachoeira Porteira e Sororoca
formaram um desses ramos; enquanto os isolados
virais em estudo e os virus VTUC, VTAl e Wyeomyia
(VWYQO) formaram o outro subclado, sustentado por
valor maximo de bootstrap de 100% para esse ramo
(Figura 1). A andlise filogenética para o segmento M
(poliproteina) evidenciou um padréo de organizacdo
semelhante ao observado para o segmento S
(Figura 2).

O complexo Wyeomyia foi dividido em dois
subclados, porém o segmento M parece ser o mais
divergente dentre os trés segmentos. Nesta andlise
isolados formaram ramo monofilético

os frés um
juntamente com o VIUC e com o VWYO,
apresentando valores de bootstrap igual a 100%.

O mesmo padrdo de agrupamento visto para os
dois segmentos anferiores também ¢ visualizado
na filogenia do segmento L, mas, nesse segmento,
os isolados virais sdo mais relacionados ao VTAI,
sustentado por um  valor de bootstrap de 100%
(Figura 3).

DISCUSSAO

A caracterizacdo antigénica definida pelos testes
de FC e TN é uma das ferramentas utilizadas na
caracterizagéo viral de uma cepa. Os cruzamentos
sorolégicos compartilhados pelas trés cepas estudadas
com o VTUC e com o VTAI confirmam, por sorologia,
o principio de que virus relacionados entre i
apresentam  cruzamento sorolégico, principalmente
quando se trata de virus trisegmentados. Além
disso, mesmo os isolados virais estudados sendo
cepas do VIUC, é possivel observar reacdo
positiva de titulo igual ou muito semelhante com

o VTAI

Tabela 3 — Tamanho dos segmentos de RNA dos isolados BeAR 544767, BeAR 643361 e BeAR 701402

Tamanho
Virus
S-RNA M-RNA L-RNA CAL CAL CAL
(nt) (nt) S-RNA M-RNA (L-RNA)
BeAR 544767 912 4520 6907 702 4260 6711
BeAR 643361 935 4540 6840 702 4260 6711
BeAR 701402 982 4504 6740 702 4258 6711

CAL: Cadeia aberta de leitura; nt: Nucleotideo; S-RNA: Segmento pequeno; M-RNA: Segmento médio; L-RNA: Segmento grande.
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Figura 1 — Arvore filogenética com base na sequéncia aminoacidica do S-RNA dos isolados virais BeAR 544767, BeAR 643361 e

BeAR 701402 pelo método MV
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Em vermelho, subclado com as cepas de VTUC; e, em azul, sorogrupo Wyeomyia.

Figura 2 — Arvore filogenética com base na sequéncia aminoacidica do M-RNA dos isolados virais BeAR 544767, BeAR 643361 e
BeAR 701402 pelo método de MV
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Em vermelho, subclado com as cepas de VTUC; e, em azul, sorogrupo Wyeomyia.

Figura 3 — Arvore filogenética com base na sequéncia aminoacidica do L-RNA dos isolados virais BeAR 544767, BeAR 643361 e

BeAR 701402 pelo método de MV

Esse fato estd relacionado & proteina determinante
no teste de FC, uma vez que o teste é determinado
pelo segmento S (nucleocapsideo) que, dentre os
trés segmentos dos orthobunyavirus, é o que mais

compartilha caracteristicas genéticas entre os  virus
do grupo”'. Reacbes sorolégicas cruzadas também
foram constatadas por Shope e Causey?”®, onde
um relacionamento antigénico foi observado entre
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seis virus pertencentes ao grupo C (Bunyaviridae,
Orthobunyavirus), demonstrando que esses virus estdo
relacionados entre si; e, quando analisados pelos
testes FC, TN e IH, verifica-se que um mesmo virus
¢ identificado por um, dois ou até pelos trés testes
sorolégicos citados. Posteriormente, aquele estudo foi
complementado por Nunes et al?', os quais observaram
que 13 virus do grupo C apresentavam rearranjos
naturais entre eles, corroborando e complementando
o estudo de Shope e Causey?®. Além disso, os virus
com estreito relacionamento ao infectar uma mesma
célula suscetivel podem ter seus segmentos gendmicos
variavelmente incorporados dentro das progénies
virais’, ou seja, o segmento de um virus passa a
constituir o genoma do outro virus, podendo com isso
formar um novo virus rearranjado.

Para complementar os resultados do teste de FC,
foi realizado o TN, que detecta as glicoproteinas
(Gn e Gc¢) localizadas no segmento M, as quais
apresentam  maior especificidade genética para
cada virus, uma vez que a regido conservada da
glicoproteina Gn possui  determinantes antigénicos
de tipo especifico para antficorpos neutralizantes e
hemaglutinantes??. Por outro lado, acredita-se que a
glicoproteina Gc seja a principal determinante para a
realizacdo da etapa de adsorcdo durante o ciclo de
replicacdo dos virus nas células de mamiferos?®. Dessa
forma, o TN apresenta maior especificidade para a
pesquisa de anticorpos neutralizantes, sendo assim o
padréo ouro das provas sorolégicas?.

Devido & organizacdo gendmica, essas cepas
claramente  referem-se a virus pertencentes &
familia Bunyaviridae, obedecendo ¢&s caracteristicas
moleculares descritas por Elliott e Blakgori?® para incluir
um virus na referida familia. A Unica excecdo foi a
auséncia da proteina ndo estrutural NSs codificada
pelo segmento S, presente em outros orthobunyavirus.
Os tamanhos dos segmentos também corroboram
os descritos por King et al* e Chowdhary et al®,
que observaram tamanhos semelhantes para outros
orthobunyavirus.

A auséncia da proteina NSs, descrita por Mohamed
et al”’, demonstra que alguns virus do género
Orthobunyavirus, como os virus do sorogrupo Tete,
Anopheles A e Anopheles B, ndo codificam essa
proteina. Chowdhary et al?® também evidenciaram a
auséncia da NSs nos virus do complexo Wyeomyia, no
qual o VTUC esté incluido.

A partir das andlises filogenéticas é possivel observar
a formacdo do sorogrupo Wyeomyia, composto por
VTAI, VTUC, VWYO, virus Macaud, virus Sororoca,
virus  Anhembi, virus Cachoeira Porteira e  virus
laco, tal como descrito por Chowdhary et al?. O
sequenciamento das trés cepas do VTUC no presente
estudo representa, ainda, mais um fortalecimento
a esse clado, pois agrega representatividade &
arvore filogenética. Ademais, a forma como os trés
segmentos desse virus se agrupa também corrobora
o que Chowdhary et al?® propuseram: o VTUC como
um rearranjo de VTAl e VWYO (Darien), justificando o

estreito relacionamento do VTUC ora no segmento S e
L com o VTAI ora no segmento M com o YWYO.

Tendo como base as informagdes expostas,
caracterizaram-se, sorolégica e molecularmente, os
isolados virais BeAR 544767, BeAR 643361 e BeAR
701402 como cepas do VTUC, virus descrito pela
primeira vez a partir de sucessivos isolamentos de
mosquitos na Colémbia, Panamd, Trinidad e Guiana
Francesa, além de um isolomento a partir de uma
pessoa febril no Panamd'. No Par4d, o VTUC foi
isolado a partir de um lote de mosquitos capturados
na floresta de Oriboca, regiGo préxima & Belém,
em 19553 Os hospedeiros vertebrados desse virus
cinda sdo desconhecidos, sendo relatado apenas um
Unico caso humano descrito em Belém, onde a crianca
apresentou um quadro clinico tipico de uma arbovirose
com complicacdées neurolégicas, diagnosticado como
encefalite?®.

CONCLUSAO

No presente estudo, foram descritas trés cepas do
VTUC, ressaltando a diversidade dos vetores fontes
desses isolados virais, uma vez que consistem em trés
espécies diferentes de mosquitos, demonstrando que
esse virus estd adaptado ao meio em que circula.
Outro achado importante desta pesquisa foram os
anos de captura de cada lote de mosquito, visto que
a cepa BeAR 544767 foi isolada em Caxivand, em
1996, e as cepas BeAR 643361 e BeAR 701402 foram
isoladas a partir de lotes de mosquitos capturados em
Altamira, nos anos de 2001 e 2006, respectivamente,
demonstrando que, mesmo silenciosamente, o VTUC
permanece circulando e que merece atencdo, uma vez
que se trata de um rearranjo viral com potencial para
causar doencas em humanos.
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