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RESUMO

A dengue é uma das doengas virais transmitida pelo mosquito do género Aedes, que
ocupa lugar significativo em campanhas de satde publica no Brasil. Sdo conhecidos
atualmente quatro sorotipos, antigenicamente distintos, fatores como mutacoes,
recombinacg0es, suscetibilidade do hospedeiro e fluxo génico dos sorotipos do DENV
tém causado maior predisposicdo dos mesmos a essa diversidade. Com o objetivo de
investigar a existéncia de variantes do DENV-1 no estado da Bahia, foram utilizadas,
além da técnica de RT-gPCR para a deteccdo do DENV-1, a técnica de sequenciamento
e analise filogenética das regides sequenciadas. A analise das sequéncias alinhadas

mostrou diversos novos SNPs, ndo presentes em qualquer das outras cepas analisadas.

Palavras-chave: DENV, variantes, RT-gPCR, analise filogenética



ABSTRACT

Dengue is one of the viral diseases transmitted by mosquitoes of the Aedes genus,
which occupies a significant place in public health campaigns in Brazil. Four
antigenically distinct serotypes are currently known. Factors such as mutations,
recombinations, host susceptibility and gene flow of DENV serotypes have caused a
greater predisposition to this diversity. In order to investigate the existence of DENV-1
variants in the state of Bahia, in addition to the RT-gPCR technique for the detection of
DENV-1, the sequencing technique and phylogenetic analysis of the sequenced regions
were used. Analysis of the aligned sequences showed several new SNPs, not present in

any of the other strains analyzed.

Key-words: DENV, variantes, RT-gPCR, analise filogenética
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1. INTRODUCAO

A disseminacdo de arboviroses (doencas virais transmitidas por vetores
artropodes, geralmente mosquitos hematofagos) pelo mundo é considerada uma grande
preocupacdo em saude puablica. Os virus responsaveis pela disseminagdo das
arboviroses sdo os arbovirus, que apresentam um ciclo de transmissdo complexo, no
qual, vetores - principalmente mosquitos, carrapatos e flebotomineos - patdgenos e
hospedeiros animais interagem sob fortes influéncias das condi¢des ambientais
(CATENACCI et al., 2018).

No Brasil, existem muitos arbovirus circulantes e estdo descritos na literatura
quanto a sua circulagdo no pais, areas onde sdo virus endémicos, dentre outros aspectos.
Os arbovirus de maior circulacdo no pais sdo a Dengue (DENV), Chikungunya
(CHIKV) e Zika (ZIKV) (DONALISIO; FREITAS; ZUBEN, 2017).

Pacientes acometidos por arboviroses permanecem, em muitos casos, sem
diagnédstico ou com diagndstico incorreto, provavelmente devido ao fato de que as
manifestacBes clinicas dessas doencas sdo semelhantes. Geralmente, os sintomas
incluem febre, dor de cabeca e dor no corpo. Casos mais graves acabam sendo
negligenciados, especialmente pela falta de laboratorios capazes de conduzir os ensaios
de diagndstico necesséarios (NOGUEIRA; ARAUJO; SCHATZMAYR, 2007).

Dentre os arbovirus circulantes no pais, o virus da dengue, transmitido pelo
mosquito do género Aedes sp., apresenta caracteristicas antigénicas distintas que o
diferem em 4 sorotipos que sdo diferentes geneticamente (DENV 1-4) (CAMARA et
al., 2007).

A mortalidade por dengue ja era considerada um grave problema de satde nos
paises do Sudeste Asiatico, desde a década de 1970 (GUBLER, 1970). No continente
americano, porém, as primeiras epidemias com relato de casos fatais comecaram a
surgir na década de 1980 e, desde ent&o, tem se verificado um aumento significativo no
namero de Obitos nesta regido (GUZMAN et al., 2010). No Brasil, a introdugédo do
DENV-1 ocorreu em 1986, do DENV-2 em 1990 e do DENV-3 em 2000 (NOGUEIRA
et al.,, 2007). De 2002 a 2006, o DENV-3 foi prevalente na maioria dos estados
brasileiros, sendo substituido pelo DENV-2 no periodo de 2007 a 2009. E, ap6s um
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longo periodo de baixa circulacdo, em 2009, o DENV-1 reemergiu, sendo identificado
em, aproximadamente, 50% dos isolados virais (SANTOS et al., 2011). Os primeiros
Obitos por dengue foram registrados em 1990, ap6s a introdugdo do DENV-2. Na Bahia,
até o ano 2000, ndo houve nenhum registro de ébito por dengue, mesmo com dois
sorotipos circulando: 0 DENV-2 (desde 1994) e 0 DENV-1 (a partir de 1997) (PASSOS
& FIGUEIREDO, 2011).

Os casos de dengue em humanos sdo caracterizados pelo amplo espectro de
manifestacdo da doenca, que vdo desde a manifestacdo assintomaética e doenga febril
autolimitada, até choque, hemorragia e morte. As infeccGes assintomaticas sdo
reconhecidas por desempenharem papel importante na transmissdo do virus
(OLKOWSKI et al. 2013).

O sequenciamento do RNA do DENV é uma das principais ferramentas utilizadas
para a andlise epidemioldgica molecular. As andlises filogenéticas também podem
incluir informacdes geoespaciais para avaliar a propagacdo do DENV pelo espacgo
(SINTCHENKO & HOLMES, 2015).

Nos ultimos 30 anos, a distribuicdo e os impactos na salde publica decorrentes
das arboviroses cresceram dramaticamente (LETA, 2018). Sua prevengédo e controle
representam um grande desafio para os servigos de salde, em razdo da complexidade de
sua determinacdo, por uma variedade de fatores sociais, relacionados ao hospedeiro, ao
ambiente fisico e ao agente etioldgico, como sua emergéncia e dispersdo geogréafica
mais rapidas, por conta de fatores como evolucao e adaptacdo dos vetores artrépodes a
urbanizacgéo crescente (GOULD, 2017).
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. DENGUE VIRUS

2.1.1. Ciclo de Transmisséo

A disseminacéo do virus dengue envolve dois importantes ciclos de transmissao, o
selvagem, no qual ocorre a transmissdo do virus entre primatas ndo humanos e variadas
espécies de mosquitos silvestres. E, existe também, o ciclo urbano, neste a transmisséo
ocorre entre humanos e mosquitos (JENTES et al., 2011) (Figura 1).

Uma vez infectado, o homem serve de fonte de infeccdo a outros mosquitos,
dando inicio ao ciclo urbano, no qual apos a fémea picar um individuo infectado, o virus
comeca a se multiplicar no intestino médio do mosquito e, depois de um periodo de 8 a
10 dias, é disseminado para outros tecidos como ovario, onde pode ocorrer a
transmissdo transovariana ou vertical (ovos e larvas do inseto), sistema nervoso e
glandulas salivares, meio pelo qual o virus é passivel de transmissdo horizontal para
outros individuos, durante o repasto sanguineo (GUBLER et al., 2010). A infeccédo
priméaria no homem inicia-se nas celulas estriadas, lisas, fibroblastos e linfonodos
locais, com a disseminacdo dos virus para outras regides do organismo pela corrente
sanguinea (BARTH, 2010).Uma vez na circulacdo sanguinea de um novo hospedeiro
humano, o virus passa por um periodo de incuba¢édo, podendo variar de 3 a 14 dias para
0 aparecimento dos sintomas, mais comumente, a febre. Neste momento, a viremia esta
em seu pico, e 0 virus passara a se multiplicar em células permissivas do organismo.
(HALSTEAD et al., 2008). E no periodo de declinio da febre que pode se desenvolver o
choque ou a dengue hemorragica (GUZMAN et al., 2010).
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Figura 1 — Ciclo de replicacdo do DENV.
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O mosquito Aedes aegypti pica e ingere o sangue de uma pessoa infectada com o virus da
dengue. Apds 8-10 dias, o virus atinge as glandulas salivares do mosquito. A fémea
infectada é capaz de propagar o virus para seus ovos e infectar humanos saudaveis através
da picada.

A infeccdo por DENV causa uma sindrome clinica, geralmente, benigna.
Entretanto, a doenca pode ser fatal em uma parcela menor dos infectados, devido a
hemorragia e extravazamento de liquidos que levam a choque sistémico e faléncia de
maltiplos 6rgdos (GUBLER, 1998).

A exposicdo a um sorotipo provoca imunidade especifica ao sorotipo, ao longo da
vida (SIMMONS et al., 2012). Porém, quando um individuo, previamente infectado por
um sorotipo, é exposto a um sorotipo diferente, resulta em uma infec¢do secundaria,
sendo um fator de risco para o desenvolvimento de sintomas graves, como a febre

hemorragica e a sindrome de choque por dengue (RIGAU-PEREZ, 2006).

2.1.2. Epidemiologia

A dengue é considerada endémica em mais de 100 paises, distribuidos na Asia
tropical, Africa, Australia, América Central e América do Sul, causando altos indices de
infeccdo (GUBLER, 2002). O CDC aponta, ainda, essas regides como sendo areas de
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risco continuo. O Brasil estad entre os paises com numero de casos acima da média
(CDC, 2019).

Figura 2 — Mapa de distribuicdo do DENV nas Américas e Caribe
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No Brasil, em 2015, a regido Sudeste registrou o maior nimero de casos
provaveis (1.026.226 casos; 62,2%) em relacdo ao total do pais, seguida das regides
Nordeste (311.519 casos; 18,9%), Centro-Oeste (220.966 casos; 13,4%), Sul (56.187
casos; 3,4%) e Norte (34.110 casos; 2,1%) (BRASIL, 2016)

Ja em 2019, foram notificados 1.544.987 casos provaveis de dengue no pais.
Sendo a regido Centro-Oeste a apresentar o maior numero de registros: 1.349,1
casos/100 mil habitantes, em seguida as regifes Sudeste (1.159,4 casos/100 mil
habitantes), Nordeste (376,7 casos/100 mil habitantes), Norte (195,8 casos/100 mil
habitantes) e Sul (165,2 casos/100 mil habitantes). Destacam-se os estados de Minas
Gerais, S80 Paulo e Goids que concentraram 67,9% dos casos provaveis do pais
(BRASIL, 2020).

Segundo Simmons (2012), diversos estudos estimaram a emergéncia de cada

sorotipo a partir do ciclo silvestre, a data média para a emergéncia em humanos de
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DENV-1, DENV-2, DENV-3 E DENV-4 sdo 1902, 1845, 1879 e 1864,
respectivamente.

No Brasil, os sorotipos 1 e 4 foram os primeiros a serem isolados em uma
epidemia ocorrida em Boa Vista, Estado de Roraima, em 1981, onde ocorreu um surto
com mais de sete mil notificacbes de pacientes com a doenca (OSANAI et al., 1984).
Em seguida, em 1986, o DENV-1 foi identificado no Rio de Janeiro e, pela grande
circulagdo de pessoas, culminou em uma epidemia, com 92 mil casos, até 1987
(NOGUEIRA et al., 2007). Até a introducdo do DENV-2 em 1990, o DENV-1 foi o

unico sorotipo circulante no Brasil.

2.1.3. Classificacéo e Morfologia

O DENV é um virus envelopado, cujo genoma €é constituido por RNA de fita
simples de polaridade positiva, pertencente a familia Flaviviridae e ao género
Flavivirus, e sdo conhecidos atualmente quatro sorotipos, antigenicamente distintos:
DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4 (TAUIL, 2001). Segundo Holmes e Burch
(2000), fatores como mutagOes, recombinacdes, suscetibilidade do hospedeiro e fluxo
génico dos sorotipos do DENV tém causado maior predisposi¢cdo dos mesmos a essa
diversidade. O DENV-1 é, ainda, dividido em 5 gendtipos distintos, designados como
gendtipo | (Sudeste Asiatico, China e Africa Oriental), genétipo 11 (Tailandia), gendtipo
111 (Malésia), gendtipo IV (Pacifico Sul) e gen6tipo V (América e Africa) (SANTOS et
al., 2011).

O DENV, semelhantemente a outros Flavivirus, apresenta morfologia esférica,
com aproximadamente 50 nm de didmetro. O genoma é protegido por um
nucleocapsideo icosaédrico, composto por um capsideo (C) de aproximadamente 30
nm, o qual é circundado por uma membrana lipoprotéica derivada da célula hospedeira,
com proteinas do envelope (E) e proteinas da membrana (M) ou pré-membrana (prM)
inseridas (STIASNY & HEINZ, 2006). Na figura 3, observa-se a organizacdo da
particula viral, uma forma intracelular, caracterizada pela presenca da proteina
precursora prM.

A proteina E é responsavel pela ligagdo do virus a célula hospedeira, através da
fusdo mediada por receptor e induzida por alteracdo no pH do envelope viral, resultando
na liberacdo do nucleocapsideo no citoplasma da célula infectada (LINDEBACH &
RICE, 2001).
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As proteinas ndo estruturais, NS1, NS3 e NS5, por sua vez, sao responsaveis por
atividades reguladoras, replicacdo, viruléncia e patogenicidade. Sdo proteinas de alto
peso molecular e altamente conservadas (CHAMBERS et al., 1990).

Figura 3 — Estrutura dos virus da familia flaviviridae, incluindo DENV-1.

T3
organizacdo tripla dos dimero
de superficie

B
" ¢§ | Poliproteinagenémica l (:7;‘; 3.0H
c .
i VNS
clpfl ¢ NS1 [Ns2A| NS3
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’Peptitidase desinal ‘Protease doGolg V Protease NS3

NS2A_NS28  Nsaa WNS4B

NS3 Polimerase
NS5

A) Esquema da organizagdo do virus com corte transversal (esquerda), mostrando a
organizacdo das proteinas do envelope e capsideo, e 0 RNA; e a organizacdo externa
das proteinas (direita). B) Imagem esquematica da poliproteina formada a partir da
transcricdo do RNA viral. C) Imagem mostrando o ordenamento de cada proteina
(topo) e o processamento co-translacional e pos-translacional (setas) de dardo origem
as proteinas virais (baixo). Fonte: Viralzone: https://viralzone.expasy.org/43.
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2.1.4. Evolucdo genética

O DENV tem como caracteristica uma alta taxa de mutacéo, pelo fato de possuir
como material genético o RNA e, assim, a auséncia de um mecanismo de reparo, para a
correcdo de alteracGes ocorridas durante o processo de replicacdo (WOROBEY et al.,
1999). Este fato provoca um aumento na diversidade genética do virus, podendo
também ocasionar significativas mudangas na viruléncia e tropismo (TWIDDY et al.,
2003).

Cada sorotipo se subdivide em genotipos devido a sua heterogeneidade
(HAPUARACHCHI et al., 2016). Apesar de os quatro sorotipos serem tratados como
sendo 0 mesmo virus em aspectos como a patogénese, por exemplo, entre eles, existe
uma distancia genética maior do que a encontrada em outros virus da familia
Flaviviridae (HOLMES & BURCH, 2000). Cada sorotipo é, ainda, classificado em
genotipos, a partir da diversidade genética.

Entre os sorotipos existe de 30 a 35% de divergéncia em aminoacidos e, dentro
dos sorotipos, pode haver uma variabilidade de aproximadamente 3% (SIM &
HIBBERD, 2016). Estudos de filogenia demonstram que o DENV 4 divergiu primeiro,
seguido do DENV 2, e, por fim, o DENV 1 e 0 DENV 3 (WEAVER & VASILAKIS,
2009). A proteina do envelope (E) possui 495 aminoacidos e € composta por 3 dominios
(1, Il e ). O dominio I, regido central da molécula, contém o radical amino terminal e
é responsavel pela organizacdo estrutural da particula viral, o dominio Il contém a maior
parte dos contatos do dimero, tem a estrutura composta por um par de algas
descontinuas, sendo uma delas altamente conservada, funcionando como um peptideo
interno de fusdo, estabilizado por trés pontes dissulfeto, ja o dominio 11l é responsavel
por interagir com receptores celulares, mediando a ligacdo e fusdo do virus a célula
hospedeira e inclui os epitopos mais importantes que se ligam a anticorpos
neutralizantes (MODIS et al., 2003). As proteinas ndo estruturais, NS1, NS3 e NS5, por
sua vez, sdo responsaveis por atividades reguladoras, replicacdo, viruléncia e
patogenicidade. Sdo proteinas de alto peso molecular e altamente conservadas
(CHAMBERS et al., 1990).
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Figura 4 — Dominios da proteina do envelope viral (E).
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Fonte: DUBEY et al., 2017.

2.1.5. Dengue Virus Tipo 1 (DENV 1)

A diversidade de sorotipos é dividida em grupos com discreta distincdo de
sequéncias filogenéticas, denominados gendtipos, grupos de cepas de DENV com até
6% de divergéncia de sequéncias de nucleotideos (PARAMESWARAN et al., 2012).
Cada sorotipo é composto por varios gendtipos que, provavelmente, representam 0s
resultados da evolucdo independente apds o isolamento, em uma determinada area
geografica (WITTKE et al., 2002).

O DENV 1 pode ser dividido em cinco gendtipos, a partir de suas sequéncias
completas do gene E. Estes gen6tipos estdo amplamente distribuidos geograficamente: o
gendtipo | representa linhagens do Sudeste Asiatico, China e Oriente Médio (Arébia
Saudita), o gendtipo Il representa duas linhagens na Tailandia, isoladas somente nas
décadas de 50 e 60; o Il foi isolado na Malasia; o IV no Japédo, Coreia, China,
Mianmar, Malésia, Indonésia, ilhas do oeste Pacifico (Polinésia Francesa, Nauru,
Filipinas e Havai), Australia e Caribe; e 0 genotipo V, mais comum nas Americas, oeste
da Africa e Asia (AVILES et al., 2002).
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2.1.6. Estudos de filogenia e sua importancia

O sequenciamento do RNA do DENV, a partir de soros humanos ou amostras de
vetores é o primeiro passo das analises epidemiol6gicas moleculares contemporaneas.

A origem geografica da cepa viral pode ser revelada através do estudo
filogenético e da sua agrupamento genotipico. Dessa forma, estudos moleculares e de
filogenia, podem auxiliar na determinacdo da causa da epidemia, podendo ser pela
introdugdo de novos virus ou de cepas reemergentes (VAUGHN et al., 2000).

Em analises evolutivas dos genes reunidos, as arvores filogenéticas séo inferidas
para representar a relacdo entre virus e como eles evoluiram ao longo da distancia
genética (Lam et al. 2010). As andlises filogenéticas também podem trazer informaces
geoespaciais, examinando a propagacao de populacfes de DENV pelo espaco (PYBUS
et al. 2015).
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL
Investigar a existéncia de variantes do Dengue Virus tipo 1 (DENV-1) no estado
da Bahia.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Detectar DENV-1 em soro de pacientes infectados, através da técnica de RT-gPCR;

Sequenciar a regido do gene ENV do DENV-1;

Destacar as varia¢@es genotipicas dos isolados.

Construcdo das arvores filogenéticas
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. AMOSTRAS

Foram analisadas 300 amostras de soro de pacientes com quadro febril agudo e
com manifestagdes clinicas suspeitas de arboviroses, provenientes de diferentes cidades
do estado da Bahia (amostras LAC), sendo elas Entre Rios (amostras ER), Feira de
Santana (amostras FS) e Salvador (amostras Q). Estas amostras foram coletadas em
unidades de saude publica (postos de satde/Hospitais), e encaminhadas ao Laboratério
de Virologia para serem armazenadas a -70°C para seu processamento e posterior
identificacdo do agente viral etioldgico (CHIKV, ZIKV, DENV).

4.2. EXTRACAO DE RNA

A extracdo de RNA a partir de amostras de soro foi executada através de dois
métodos distintos: um método manual, utilizando o QlAamp Viral RNA mini kit
(QIAGEN®, Alemanha) e um método automatizado para extragdo de RNA proveniente
de fluidos corporais, 0 Maxwell® 16 Viral Total Nucleic Acid Purification, dependendo
da disponibilidade de fornecimento dos kits de extracéo.

4.3. DETECCAO MOLECULAR PARA CHIKYV, ZIKV E DENV POR RT-gPCR

Todas as amostras foram testadas por RT-gPCR para CHIKYV, segundo protocolo
descrito por Edwards e colaboradores (2007), bem como para ZIKV usando os primers
e sondas descritos por Lanciotti e colaboradores (2007). Para detec¢do dos quatro
sorotipos de dengue, utilizamos os primers e sondas desenvolvidos pelo Center of
Diseases Control (CDC). Os testes foram realizados de acordo com as instrucoes
descritas no manual do CDC, exceto pela substituicdo do kit de RT-gPCR, sendo
utilizado 0 GoTaq® 1-Step RT-gPCR System (Promega). Devido a substituicdo do kit,
0 passo de transcricdo reversa foi realizado com temperatura e tempo indicado pelo
protocolo do kit, enquanto que as condigdes de ciclagem seguiram as instrugdes no
manual do CDC, ™45°C por 15 minutos, 95°C por 2 minutos, seguidos de 45 ciclos de
95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto.
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4.4. SEQUENCIAMENTO GENETICO

As amostras que foram positivas para o DENV-1, por RT-gqPCR, tiveram seu
RNA submetido a uma RT-PCR convencional para a amplificacdo do fragmento de
1485 pares de base (bp) correspondente ao gene ENV completo do virus. Foram
utilizados os primers DENV1 env F1 ¢ DENVI1 env R (Tabela 1), através de “one-
step standard” RT-PCR. As condic¢des da amplificacdo foram 45°C por 45 min. 94°C
por 2 min, e 35 ciclos de 94 °C por 30 seg, 50°C por 30 segundos e 68°C por 3 min,
seguidos de um passo de extensdo de 68°C por 7 minutos. A visualizacdo do fragmento
amplificado foi realizado em gel de agarose 0,8% para conferéncia de especificidade da

amplificag&o.

O produto de PCR foi, entdo purificado por coluna usando o kit QlAquick PCR
Purification Kit (Qiagen), e quantificado através do QuantiFluor® dsDNA System
(Promega). Em seguida, o produto de PCR (60 ng) e 4,5 pmol dos primers internos para

sequenciamento e de amplificacdo (Tabela 1) foram enviados para sequenciamento.

O sequenciamento dos fragmentos de DNA foi realizado na ACTGene Analises
Moleculares LTDA (Centro de Biotecnologia, UFRGS, Porto Alegre, RS) utilizando o
sequenciador automéatico ABI-PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems,
EUA) e o kit BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing RR-100 (Applied Biosystems,
EUA). A metodologia usada corresponde ao método de interrup¢do da cadeia
automatizado (SANGER et al., 1977).

Tabela 1 — Sequéncia dos primers usados

. DENV1 env_F1 |[ATTYCTAAGATTTCTAGCCATACC
Amplificacdo 2390
DENV1 env_R |CATTTGATATTTGCTTCCACAT
DENV1 _seqFl |ACAGAACATGGRACAAYTGC
DENV1 seqF2 |CAGAYGCRCCATGCA
Sequenciamento | DENV1 seqR1 | TTRTATTGCTCTGTCCARG
DENV1_seqR2 |TRACTATRGGRTTRGCTGTTA

DENV1 seqR3 |GGAGCTTGRGGTGTTATR
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4.5. ANALISE DO SEQUENCIAMENTO

Os fragmentos sequenciados com cada um dos primers foram alinhados e
montados, gerando a sequéncia “contig”, representando a sequéncia consenso completa

do gene ENV, para cada uma das amostras.

Para confirmar que as sequéncias obtidas eram provenientes de cepas de DENV-
1 foi utilizado o programa BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/ Blast.cgi), o qual
realiza uma busca no GenBank (National Center for Biotenology Information;
http://ncbi.nlm.nih.gov), comparando-as com todas as sequéncias disponiveis neste

repositorio publico.

A ferramenta de bioinforméatica Clustal Omega (EMBL-EBI, Cambridgeshire,
UK) foi utilizada para realizar o alinhamento das sequéncias do gene ENV referente a
cada cepa encontrada contra diferentes cepas do DENV-1 disponiveis no GenBank
(Anexo 1). Foram utilizadas 131 sequéncias de nucleotideos (Anexo 1) e 62 sequéncias
de aminoacidos (Anexo 2). A visualizacdo das variantes encontradas nas cepas das
amostras foi feita utilizando o programa Jalview (WATERHOUSE et al., 2009).

4.6. ANALISE FILOGENETICA

As construcdes das arvores filogenéticas foram realizadas baseadas nas sequéncias
de nucleotideos e de aminoécidos, e obtidas utilizando o programa 1Q-Tree (NGUYEN
et al., 2015) (CHERNOMOR et al., 2016). As arvores geradas pelo 1Q-Tree foram
visualizadas no programa iTol: Interactive Tree of Life (LETUNIC & BORK, 2006).As
arvores geradas pelo 1Q-Tree foram visualizadas no programa iTol: Interactive Tree of
Life (LETUNIC & BORK, 2006).
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5. RESULTADOS

5.1 RT-qPCR PARA DENV

Das 300 amostras recebidas e testadas por RT-gPCR para DENV, ZIKV E CHIKV,
20 amostras foram positivas para ZIKV (6,67%), 14 positivas para CHIKV (4,67%) e
11 positivas para DENV, sendo 1 para DENV-2 e 10 para DENV-1(3,33%). A figura 5
mostra um exemplo do ensaio de RT-gPCR para a deteccdo de DENV-1 a DENV-4, e
confirmagéo de 3 das amostras DENV-1 positiva e uma amostra positiva para DENV-2.
As amostras positivas para DENV-1 foram selecionadas para a etapa de amplificacdo do

fragmento do gene do envelope, através da técnica de RT-PCR.

Figura 5 — RT-qPCR para deteccdo de DENV.

Cycle
M oencue 1 [l oencue 2 [l penGuE 3 [ DENGUE 4
[ oencue 1 [l DENGUE 2

A: curva do ensaio mostrando os controles positivos para DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4;
B: amostras positivas para DENV-1 e DENV-2.

5.2. SEQUENCIAMENTO GENETICO

Prévio ao sequenciamento, das 10 amostras positivas para DENV-1, 9 tiveram a
regido ENV amplificadas por RT-PCR convencional (FS37, FS55, Q963, ER30, ER14,
LAC7, LAC5, LAC3 e LAC1). A verificacdo dos fragmentos amplificados foi realizada
através de sua visualizacdo em gel de agarose a 0,8% (figura 6).

Figura 6 — Gel de agarose de amostras DENV-1

1 2 3 4 5 6 7 8

2,5kb
2kb

Poco 1: controle negativo, poco 2: controle positivo, poco 3a 7: FS37,
FS55, Q963, ER30, LACY respectivamente, poco 8: marcador de peso
molecular Benchtop 1kb (Promega).
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Os fragmentos amplificados e purificados foram entdo sequenciados. O
sequenciamento foi realizado em seis fragmentos sobrepostos, sendo trés forward e trés
reversos, de modo a reconstruir a regido ENV. A figura 7 mostra a representacdo do
cromatograma de um fragmento sequenciado da amostra ER30. O resultado do
sequenciamento dos seis fragmentos foi montado pelo CodonCode Aligner para geragédo
da sequéncia consenso de cada amostra (figura 8). Apds o sequenciamento, nao foi
possivel gerar o contig da amostra FS55, pois a regido inicial do gene ndo foi
sequenciada. A amostra ER14, apesar de o sequenciamento ter sido obtido, houve oito
bases sem ser possivel definir entre as posi¢cGes 183 a 190, sendo, portanto, ambas

removidas das andlises futuras. As sequéncias das 9 amostras estdo no anexo 3.

Figura 7 — Representacéo do cromatograma da amostra ER30.

zcococTTCOCLMGTTOG ALATOC ALC LC ATCC CGAGTOCCGCTTG 4L
200 210 zz0 230

AN A A A A

Figura 8 — Representagdo da montagem da sequéncia consenso
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Regido ENV da amostra FS37. Painel superior: direcionamento e sobreposi¢ao dos primers forward (azul)
e reverso (vermelho); painel intermediario: sequéncia de nucleotideos do fragmento gerado por cada
um dos primers; painel inferior: cromatograma dos fragmentos.
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5.3 ALINHAMENTO E VARIACOES

Ap0s a geracao das sequéncias contig das oito amostras, foi feito um alinhamento
para determinar a presenca de variacdes na regido analisada (Figura 9), podendo essas
variacdes ser do tipo polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP) ou Indels (insercdes ou
delecdes). A andlise das sequéncias da regido ENV das oito amostras, alinhadas contra
as sequéncias de outras cepas de DENV-1 disponiveis no GenBank, mostrou dez novos
SNPs, nédo presentes em qualquer das outras cepas analisadas, e nenhuma insergéo ou
delecdo foi identificada. Os SNPs encontrados no gene ENV estdo descritos na Tabela
2. Tais alteracOes estdo presentes nas regides dos dominios I, 11, 11l e na haste ancora
(HA) do gene E+. As amostras FS37, LAC3 e LACY7 apresentaram alteragdes no DI e na
regido HA, nas amostras ER14 e ER30 observou-se alteragdo em DIl e DIIl, e as
amostras Q963, LAC1 e LAC5 apenas na regido HA.

Quando as alteracBes associadas a aminoacidos foram analisadas, observou-se que
apenas quatro substituicdes de nucleotideos implicaram em troca de aminoacidos
(Tabela 3), todas ocorridas nas regides DIIl ou HA. Foram elas: p.Lys361Arg
(c.1082A>G) em ER30 e ER14; p.Lys400Arg (c.1199A>G) em LACS3; p.Thr418lle
(c.1253C>T) em LACY7, e p.lle480Val (c.1438A>G) em Q963, LAC5 e LAC1. Apesar
da amostra FS37 apresentar 4 trocas nucleotidicas, todas foram sinénimas, ou seja, ndo

houve alteracdo no aminoacido.
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Figura 9
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— Alinhamento das sequéncias no Jalview
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ACTTCGTGGAAGGACTGTCAGGAGCAACTTGGGTAGATGTGGTACTGGAACATGGAAGTTGCGTCACCACCATGGCAAAAGACAAACCAACATTGGACA

Fonte: Arquivo pessoal

Tabela 2 — Variagdes nucleotidicas encontradas por cepa

Q963 FS37 ER30 ER14 LAC7 LACS LAC3 LAC1
c.144G>A  c.144G>A
c.531C>T c.531C>T
c.1199A>G
c.1253C>T
c.1257A>G c.1257A>G c.1257A>G
c.1338T>A c.1338T>A c.1338T>A
c.1438A>G c.1438A>G c.1438A>G
Tabela 3 — Variagdes de aminacidos encontradas por cepa
Q963 FS37 ER30 ER14 LAC7 LAC5 LAC3 LAC1
p.Lys400Arg
p.Thr418lle
p.lle480Val p.lle480Val p.lle480Val
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5.4. ANALISE FILOGENETICA

A arvore filogenética de nucleotideos (figura 10) foi construida com 131
sequéncias unicas disponiveis no GenBank, juntamente com as 7 sequéncias das
amostras isoladas no laboratorio. A filogenia de aminoacidos foi gerada utilizando, além
das 7 sequéncias baianas, outras 62 sequéncias de amostras brasileiras. Em ambas foi

possivel observar alteracfes conservadas entre as cepas da mesma linhagem.

A éarvore filogenética foi visualizada pelo programa iTol: Interactive Tree of Life, a
qual demonstrou a sua analise que a amostra de Entre Rios (ER30) se aproxima de
cepas que foram isoladas dos estados de S&o Paulo e Minas Gerais. Ja a amostra de
Feira de Santana (FS37) esta geneticamente proxima a LAC3, amostra de Salvador, a
qual aproxima de amostras de DENV-1 circulantes em diferentes cidades do estado de

Minas Gerais, como Alfenas e Divinopolis, Rio de Janeiro e Sao Paulo.

As outras amostras de Salvador, a Q963, LAC5 e LAC1, estdo mais distantes da

LAC3 e FS37, porém mais proximas de amostras de Pernambuco e Rio de Janeiro.
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5.4. ANALISE FILOGENETICA

A arvore filogenética de nucleotideos (figura 10) foi construida com 131
sequéncias Unicas disponiveis no GenBank, juntamente com as 7 sequéncias das
amostras isoladas no laboratério. A filogenia de aminoécidos (figurall) foi gerada
utilizando, além das 7 sequéncias baianas, outras 62 sequéncias de amostras brasileiras.
Em ambas foi possivel observar alteracbes conservadas entre as cepas da mesma

linhagem.

A arvore filogenética foi visualizada pelo programa iTol: Interactive Tree of Life, a
qual demonstrou a sua analise que a amostra de Entre Rios (ER30) se aproxima de
cepas que foram isoladas dos estados de S&o Paulo e Minas Gerais. J& a amostra de
Feira de Santana (FS37) esta geneticamente proxima a LAC3, amostra de Salvador, a
qual aproxima de amostras de DENV-1 circulantes em diferentes cidades do estado de

Minas Gerais, como Alfenas e Divindpolis, Rio de Janeiro e Sdo Paulo.

As outras amostras de Salvador, a Q963, LAC5 e LAC1, estdo mais distantes da

LAC3 e FS37, porém mais proximas de amostras de Pernambuco e Rio de Janeiro.
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Figura 10 — Arvore filogenética das amostras pelas sequéncias nucleotidicas
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Construcdo feita pelo iTol: Interactive Tree of Life com amostras isoladas no Laboratério de Virologia e

outras 131 unicas disponiveis no GenBank.
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Figura 11 — Arvore filogenética das amostras pelas sequéncias de aminoécidos
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Construcdo feita pelo iTol: Interactive Tree of Life com amostras isoladas no Laboratério de Virologia e

outras 62 sequéncias brasileiras.
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6. DISCUSSAO E CONCLUSAO

De acordo com a Secretaria de Salde da Bahia, no ano de 2019, nas amostras
recebidas pelo Laboratério de Virologia, Zika e Chikungunya tiveram uma incidéncia
maior do que Dengue. Em 2019, 85,85% dos casos suspeitos de arbovirose foram
positivos para dengue, 3,55% positivos para Zika e 10,59% positivos para
Chikungunya. Quando comparados com o0 ano de 2018, observou-se um aumento de
667,2% no numero de notificacbes de Dengue, aumento de 88,1% nas notificacdes de
Chikungunya e aumento de 98,8% nas notificagcdes de casos suspeitos de Zika
(BRASIL, 2020).

Desde 2008, o Laboratdrio de Virologia vem monitorando infeccGes de DENV na
cidade de Salvador, visto que a co-circulagdo dos quatro sorotipos do DENV numa
mesma cidade ou pais é frequente no Sudeste Asiatico, em muitas Ilhas Caribenhas,
México, América Central e do Sul desde os ultimos 20 anos. (KLUNGTHONG et al.,
2004; LORONO-PINO et al., 1999; RICO-HESSE, 2003).

Em Salvador, o Laboratério de Virologia vem observando a predominancia de
sorotipos em periodos distintos. DENV-3 em 2008, do DENV-2 em 2009, e do DENV-
4 em 2011 e 2012. No entanto, em 2019, das amostras positivas para o virus da dengue,
a maior prevaléncia foi de DENV-1. Este resultado foi compativel com os dados da

Secretaria de Saude.

Sabe-se que as substituicGes dos aminoacidos sdo observadas principalmente na
regido da proteina E (CHAMBERS et al., 1990), e que esta proteina possui uma
estrutura com 3 dominios, sendo o DI o dominio central que é flanqueado em um dos
lados por um alongado dominio de dimerizacdo, o DII, e pelo outro lado por um
dominio semelhante a imunoglobulina, o DIl (MODIS et al., 2003). Além disso,
estudos mostram que as mutacfes na proteina E, podem alterar a viruléncia do DENV,
pois estas mutacBes podem modificar a interagdo da particula viral com receptores na
superficie da célula hospedeira ou ainda interferir com o processo de fusdo do DENV
com a membrana celular do hospedeiro — DIl (STIASNY et al., 2006). O DIII esta
associado a imunogenicidade. Estudos mostram que vacinas de DNA baseadas na
regido DIII sdo efetivas para imunizagdo contra os quatro sorotipos e a regido de juncao

DI/DIII, além da regido haste ancora, esta associada a montagem da particula viral e da
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proteina E respectivamente (MODIS et al., 2003; LIN et al., 2011). Portanto, alteracdes
nestas regides podem ter influéncia seja na capacidade infectiva do virus, na efetividade
de vacinas de DNA baseadas em DIII, ou na montagem das particulas virais.

Nas amostras sequenciadas, foram encontradas ao todo 10 mutacGes em
nucleotideos ndo encontradas nas outras cepas analisadas, mas apenas quatro

acarretaram em troca de aminoéacidos, sendo as outras seis altearcdes silenciosas.

Das altear¢fes nucleotidicas encontradas nas cepas, as amostra ER30 e ER14, por
possuirem alteracbes nos dominios Il e Ill, podem apresentar possibilidade de
modificacdo nas propriedades de fusdo a membrana, montagem de particula e
imunogenicidade. Por outro lado, as cepas FS37, LAC7 e LAC3 possuem mutagdes nos
dominios relacionados a imunogenicidade e montagem do virus, enquanto que as cepas
Q963, LAC1 e LACS, apresentando mutacdes apenas na regido HA, podem ter a

montagem da particula viral alterada.

Quanto as mutacbes nos aminoacidos, foram observadas trocas no dominio DIII,
em ER30 e ER14, e na regido HA em Q963, LAC1, LAC3, LACS5 E LACY7 (Tabela 3).
E importante considerar que aminoacidos possuem propriedades fisicoquimicas
diferentes que infleunciam na funcionalidade da proteina (BERRIO et al., 2020).
Substituicbes de aminoacidos com grande diferenca em suas propriedades
fisicoquimicas estdo mais propensas a acarretar alteracdo de funcionalidade no dominio
onde a mesma ocorre. Os aminoacidos Isoleucina e Valina (p.lle480Val) possuem
propriedades semelhantes, sendo ambos hidrofébicos, alifaticos e apolares. Por outro
lado, os aminoécidos Lisina e Arginina (p.Lys361Arg e p.Lys400Arg) sdo altamente
diferentes; enquanto a lisina também ¢é hidrofébico, alifatico e apolar, a Arginina €
hidrofilico, béasico, possui charga e é polar. Também possui grande diferencas
fisicoquimicas os aminoacidos Treonina e llsoleucina (p.Thr418lle), com a Treonina
apresentando crarcteristicas neutras, sem carga e polar, possuindo também um grupo

radical hidroxil.

Apesar das variantes sindminas ndo acarretarem na troca do aminoacido, ha
alteracdes de codons (Tabela 4). Codons sdo especificos para os RNAs transportadores
(tRNA), e a presenca de alguns tRNAs sdo célula-especificas (PLOTKIN & KUDLA,;

DITTMAR et al., 2006), portanto, variantes que mudem o uso do tRNA, mesmo néo
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alterando o aminoé&cido, podera levar a alteraces na producéo da proteina (PLOTKIN e
KUDLA, 2010; WANG et al., 2021.)

Tabela 4. Variantes silenciosas

Mutagao Codon original Cédon mutado Aminoacido
c.144G>A ACG ACA Treonina
c.531C>T GAC GAU Asparagina
c.811C>T AUC AUU Isoluecina
c.816G>A ACG ACA Treonina
c.1257A>G GCA GCG Alanina
c.1338T>A GUC GUA Valina

A amostra FS55 foi removida das andlise, pois, apesar da regido da proteina E da
desta amostra ter sido amplificada e sequenciada, o resultado do sequenciamento nao foi
satisfatorio e apresentou muitas bases indeterminadas, principalmente no inicio e final
da sequéncia, ndo sendo possivel determinar com confianca uma sequéncia contig para
esta amostra. Portanto FS55 foi removida do alinhamento para determinacdo de
variantes e da analise filogenética, j& que estas bases indeterminadas iriam interferir na

filogenia da amostra.

Em relagdo a evolucéo filogenética, a amostra ER14, apesar de ter sido utilizada
para determinacdo de variantes, foi posteriormente removida da anéalise filogenética por
apresentar uma regido com 7 nucleotideos indeterminados, o que também poderia

influenciar na distribuicdo filogenética da amostra.

A andlise filogenética realizada a partir da proteina E das 7 amostras permitiu
observar que os isolados FS37 e LAC3 possuem um agrupamento com o isolado de
Alfenas/MG que, por sua vez, possui agrupamento com outros isolados de DENV-
1/gendtipo V, muito provavelmente descendente de isolados provenientes da Colémbia
e Venezuela (FAGUNDES, 2014).

Diferentes amostras provenientes do mesmo estado possuem agrupamentos
distintos, podendo-se inferir que havia mais de uma variante de DENV-1 circulante
Bahia no ano de 20109.
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Considera-se, também, que a disseminacdo do DENV pode ocorrer através do
movimento da populacdo. Cidades com historico de desenvolvimento econdmico
tendem a ter maior fluxo de pessoas de uma regido para outra, aumentando a
probabilidade de compartilharem os mesmos sorotipos/gendétipos/linhagens. No entanto,
o fato de ndo se ter um histérico mais detalhado de cada paciente, impossibilita esta

afirmacéo.

Outra possibilidade para essas amostras estarem se distanciando, é a propria
evolugdo local. Apesar de o numero de amostras (n=7) ndo ser um valor alto, estas
amostras ja nos fornecem informacgdes sobre as constantes mudancas e variacdes de
cepas, ano apds ano. Além disso, alerta para a importancia de constantemente serem
realizadas investigacdes e monitoramento genético para identificacdo do genoétipo e
sorotipo circulante. Pois, a evolucdo local e a introducdo de virus exdgenos durante o
mesmo periodo, ou em momentos diferentes, podem levar ao aumento da diversidade

genética e substituicdo da linhagem circulante (NUNES et al., 2019).

A determinacdo das consequéncias das mutacdes encontradas na funcdo da
proteina, capacidade infectiva do virus e sua evolucdo pode ser estudada no futuro, de
modo a estabelecer se conferem alguma vantagem evolutiva ao virus ou se sdo

mutacdes neutras.
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ANEXO 1 - Cepas de DENV-1 utilizadas para o alinhamento de nucleotideos para

gerar a arvore filogenética

>KU094071.1/964-2414

>JQ045645.1/941-2391

>KU672337.1/29-1479

>KU509258.1/942-2392

>JQ045632.1/941-2391

>KT187562.1/963-2413

>MT397277.1/869-2319

>JQ045629.1/941-2391

>KT187559.1/963-2413

>MT397276.1/869-2319

>JQ045641.1/941-2391

>KT187560.1/963-2413

>JQ045658.1/941-2391

>JQ045648.1/941-2391

>KT187561.1/963-2413

>JQ045657.1/941-2391

>JQ045647.1/941-2391

>KT187563.1/963-2413

>JQ045636.1/941-2391

>KU509265.1/954-2404

>MN512238.1/29-1479

>JQ045635.1/941-2391

>JQ045628.1/941-2391

>KU672339.1/29-1479

>JQ045668.1/941-2391

>JQ045631.1/941-2391

>KP723477.1/29-1479

>JQ045667.1/941-2391

>JQ045630.1/941-2391

>KP723473.1/932-2382

>JQ045666.1/941-2391

>KU509294.1/29-1479

>KP188547.1/1051-2501

>JQ045665.1/941-2391

>KU509290.1/29-1479

>KP188546.1/1020-2470

>JQ045656.1/941-2391

>MN512233.1/29-1479

>KU509311.1/29-1479

>JQ045655.1/941-2391

>MN512232.1/29-1479

>KP188543.1/1070-2520

>JQ045653.1/941-2391

>KU509310.1/29-1479

>KP188544.1/1093-2543

>JQ045654.1/941-2391

>KU509250.1/885-2335

>KP188539.1/930-2380

>JQ045627.1/923-2373

>KU509260.1/948-2398

>MH450312.1/964-2414

>JQ045644.1/941-2391

>KU509262.1/944-2394

>MF797878.1/961-2411

>JQ045638.1/941-2391

>KU509259.1/938-2388

>KU509254.1/946-2396

>JQ045637.1/941-2391

>KU509256.1/940-2390

>KU509252.1/944-2394

>JQ045662.1/941-2391

>KU509309.1/29-1479

>KU509251.1/941-2391

>JQ045661.1/941-2391

>1.C062957.1/29-1479

>KU509249.1/944-2394

>JQ045650.1/941-2391

>KU509289.1/29-1479

>KU509264.1/896-2346

>JQ045649.1/941-2391

>KP723476.1/909-2359

>KU509295.1/29-1479

>JQ045643.1/941-2391

>KU509292.1/29-1479

>KP188541.1/1025-2475

>JQ045642.1/941-2391

>KU509291.1/29-1479

>KP188540.1/1054-2504

>JQ045634.1/941-2391

>MT447150.1/53-1503

>KU509312.1/29-1479

>JQ045633.1/941-2391

>MT447147.1/963-2413

>MH936422.1/29-1479

>JQ045652.1/941-2391

>MT447152.1/53-1503

>MH936421.1/29-1479

>JQ045651.1/941-2391

>MT447149.1/53-1503

>MH936423.1/29-1479

>JQ045660.1/941-2391

>KU509253.1/909-2359

>MH936425.1/29-1479

>JQ045659.1/941-2391

>KU509257.1/947-2397

>MH936424.1/29-1479

>JQ045646.1/941-2391

>KT187564.1/963-2413

>MH936427.1/29-1479

>JQ045640.1/941-2391

>KU509293.1/29-1479

>MH936426.1/29-1479

>JQ045639.1/941-2391

>MNb512234.1/29-1479

>KU509316.1/29-1479

>KU509313.1/29-1479

>KUG672342.1/29-1479

>KU509315.1/29-1479
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>MNb512242.1/29-1479

>KP723474.1/29-1479

>KU509261.1/944-2394

>MN512241.1/29-1479

>KU509314.1/29-1479

>KP723475.1/29-1479

>MN512240.1/29-1479

>KU509266.1/943-2393

>Q963/29-1479

>MN512239.1/29-1479

>KU509263.1/945-2395

>FS37/29-1479

>MN512237.1/29-1479

>MK858141.1/963-2413

>ER30/29-1479

>MN512236.1/29-1479

>KU509255.1/924-2374

>LACT7/29-1479

>MN512235.1/29-1479

>JN036371.1/29-1479

>LAC5/29-1479

>MN512231.1/29-1479

>KU672338.1/29-1479

>LAC3/29-1479

>JQ045626.1/941-2391

>KU672336.1/29-1479

>LAC1/29-1479

>JQ045664.1/941-2391

>KU672340.1/29-1479

>JQ045663.1/941-2391

>KU672341.1/29-1479
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ANEXO 2 — Cepas de DENV-1 utilizadas para o alinhamento de ainoacidos para gerar

a arvore filogenética

>KP903780.1_1-1485_1/1-495

>JX669465.1_935-2419_1/1-495

>AF425613.1_1-1485_1/1-495

>KP903770.1_1-1485_1/1-495

>HQ696614.1_841-2325_1/1-495

>JN122280.1_841-2325_1/1-495

>KY818238.1_499-1983_1/1-495

>HQ696613.1_841-2325_1/1-495

>HQ026760.1_841-2325_1/1-495

>KY818289.1_499-1983_1/1-495

>HQ026762.1_841-2325_1/1-495

>JX669475.1_935-2419_1/1-495

>KP903779.1_1-1485_1/1-495

>HQ026761.1_841-2325_1/1-495

>FJ384655.1_935-2419_1/1-495

>KP903777.1_1-1485_1/1-495

>HMO043710.1_841-2325_1/1-495

>JX669469.1_935-2419_1/1-495

>KY818242.1_499-1983_1/1-495

>KJ651912.1 1-1485_1/1-495

>JX669474.1_935-2419_1/1-495

>KP903776.1_1-1485_1/1-495

>JX669462.1_935-2419_1/1-495

>JX669473.1_935-2419_1/1-495

>KP903775.1_1-1485_1/1-495

>JX669466.1_935-2419_1/1-495

>AF425614.1_1-1485_1/1-495

>KP188543.1_1042-2526_1/1-495

>JX669463.1_935-2419_1/1-495

>JX669471.1_935-2419_1/1-495

>KY818241.1_499-1983_1/1-495

>KP188540.1_1026-2510_1/1-495

>JX669470.1_935-2419_1/1-495

>KY818240.1_499-1983_1/1-495

>HQ696612.1_841-2325_1/1-495

>JX669472.1_935-2419_1/1-495

>KP903774.1_1-1485_1/1-495

>KP188542.1_972-2456_1/1-495

>JX669468.1_935-2419_1/1-495

>KU509311.1_1-1485_1/1-495

>KY818234.1_499-1983_1/1-495

>JX669467.1_935-2419_1/1-495

>KP188545.1_953-2437_1/1-495

>KY818230.1_499-1983_1/1-495

>Q963_1-1485_1/1-495

>KP188568.1_948-2432_1/1-495

>KP903771.1_1-1485_1/1-495

>FS37_1-1485_1/1-495

>KP903781.1_1-1485_1/1-495

>KP903773.1_1-1485_1/1-495

>ER30_1-1485_1/1-495

>KP903778.1_1-1485_1/1-495

>KP903772.1_1-1485_1/1-495

>LACT7_1-1485_1/1-495

>KP188567.1_950-2434_1/1-495

>KP188541.1_997-2481_1/1-495

>L AC5_1-1490_1/1-495

>KP188546.1_992-2476_1/1-495

>KY818288.1_499-1983_1/1-495

>LAC3_1-1490_1/1-495

>HMO043709.1_841-2325_1/1-495

>JN122281.1_841-2325_1/1-495

>LAC1_1-1485_1/1-495

>JX669464.1_935-2419_1/1-495

>KY818233.1_499-1983_1/1-495

>JX669461.1_935-2419 1/1-495

>KY818232.1_499-1983_1/1-495

>KP188539.1_902-2386_1/1-495

>KY818231.1_499-1983_1/1-495
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ANEXO 3 - Sequéncias das amostras de DENV-1

Amostra Q963

ATGCGATGCGTGGGAATAGGCAACAGAGACTTCGTTGAAGGACTGTCAGGA
GCAACGTGGGTGGACGTGGTACTGGAGCATGGAAGCTGCGTCACCACCATG
GCAAAAAATAAACCAACATTGGACATTGAACTCTTGAAGACGGAGGTCACG
AACCCTGCCGTCTTGCGCAAACTGTGCATTGAAGCTAAAATATCAAACACC
ACCACCGATTCAAGATGTCCAACACAAGGAGAGGCTACACTGGTGGAAGAA
CAAGACGCGAACTTTGTGTGTCGCCGAACGTTTGTGGACAGAGGCTGGGGT
AATGGCTGTGGACTATTCGGAAAGGGAAGTCTATTGACGTGTGCCAAGTTC
AAGTGTGTGACAAAACTAGAGGGAAAGATAGTTCAATATGAAAACTTAAAA
TATTCAGTGATAGTCACTGTCCACACTGGGGACCAGCACCAGGTGGGAAAC
GAGACCACAGAACATGGAACAATTGCAACCATAACACCTCAAGCTCCCACG
TCGGAAATACAGCTGACTGACTACGGAGCCCTCACACTGGACTGCTCACCT
AGAACAGGGCTGGACTTTAATGAGATGGTGCTATTGACAATGAAAGAAAAA
TCATGGCTTGTCCACAAACAATGGTTTCTAGACTTACCACTGCCATGGACTT
CGGGGGCTTCAACATCTCAAGAGACCTGGAACAGACAAGATTTGCTGGTCA
CATTCAAGACAGCTCATGCAAAGAAACAGGAAGTAGTCGTACTGGGATCAC
AGGAAGGAGCAATGCACACAGCGTTGACTGGGGCGACAGAAATCCAGACG
TCAGGAACGACAACAATCTTCGCAGGACACCTGAAATGCAGACTAAAAATG
GATAAACTGACCTTAAAGGGGATGTCATATGTGATGTGCACAGGCTCATTT
AAGCTAGAGAAGGAAGTGGCTGAGACCCAGCATGGAACTGTCCTAGTGCAA
GTCAAATATGAAGGAACAGACGCGCCATGCAAGATCCCCTTCTCGACCCAA
GATGAGAAAGGAGTGACCCAGAATGGGAGATTGATAACAGCCAATCCCAT
AGTTACTGACAAAGAAAAACCAGTCAACATTGAGACAGAACCACCTTTTGG
TGAGAGCTACATCGTGGTAGGGGCAGGCGAAAAAGCTTTGAAACTAAGCTG
GTTCAAGAGAGGAAGCAGCATAGGGAAAATGTTCGAAGCAACCGCCCGAG
GAGCACGAAGGATGGCTATCCTGGGAGACACCGCATGGGACTTCGGTTCTA
TAGGAGGAGTGTTTACATCTGTGGGAAAATTGGTACATCAGGTTTTTGGAAC
CGCATATGGGGTTCTGTTTAGCGGTGTTTCTTGGACCATGAAAATAGGAATA
GGGATTCTGCTGACATGGTTGGGATTAAATTCAAGGAGCACGTCACTTTCGA
TGACGTGCGTTGCAGTTGGCATGGTCACACTGTACCTAGGAGTCATGGTTCA
AGCG

46



Amostra FS37

ATGCGATGCGTGGGAATAGGCAATAGAGACTTCGTTGAAGGACTGTCAGGA
GCAACGTGGGTGGACGTGGTATTGGAGCATGGAAGCTGCGTCACCACCATG
GCAAAAAATAAACCAACACTGGACATTGAACTCTTGAAGACGGAGGTCACA
AATCCTGCCGTCTTGCGCAAACTGTGCATTGAAGCTAAAATATCAAACACC
ACCACCGATTCAAGATGTCCAACACAAGGAGAGGCCACACTGGTGGAAGA
ACAAGACGCGAACTTTGTGTGTCGCCGAACGTTTGTGGACAGAGGCTGGGG
TAACGGCTGCGGACTATTCGGAAAGGGAAGTCTATTGACGTGTGCCAAGTT
CAAGTGTGTGACAAAACTAGAAGGAAAGATAGTTCAATATGAGAACTTAAA
ATATTCAGTGATAGTTACCGTCCACACTGGGGACCAGCATCAGGTGGGGAA
CGAGACCACAGAACATGGAACAATTGCAACCATAACACCTCAAGCTCCTAC
GTCGGAAATACAACTGACCGACTATGGAGCCCTCACATTGGACTGCTCACC
TAGAACAGGGCTGGACTTTAATGAGATGGTGCTATTGACAATGAAAGAAAA
ATCATGGCTTGTCCACAAACAATGGTTTCTAGACTTACCGCTGCCATGGACT
TCGGGGGCTTCAACATCCCAAGAGACCTGGAACAGACAAGATTTGCTGGTC
ACATTCAAGACAGCTCATGCAAAGAAACAGGAAGTAGTCGTACTGGGATCA
CAGGAAGGAGCAATGCACACTGCGTTGACTGGGGCGACAGAAATTCAGAC
ATCAGGAACGACAACAATCTTTGCAGGACACCTGAAATGCAGACTGAAAAT
GGACAAACTGACTTTAAAGGGGATGTCATATGTGATGTGCACAGGCTCATT
CAAGCTAGAGAAGGAAGTGGCTGAGACCCAGCATGGAACTGTTCTAGTGCA
GGTCAAATACGAAGGAACAGATGCGCCATGCAAGATCCCCTTCTCGACTCA
AGATGAGAAAGGAGTGACCCAGAATGGGAGATTGATAACAGCCAATCCCA
TAGTTACTGACAAAGAAAAACCAGTCAACATTGAGACAGAACCACCCTTTG
GTGAGAGCTACATCGTGGTAGGGGCAGGCGAAAAAGCTTTGAAACTAAGCT
GGTTCAAGAAAGGAAGCAGCATAGGGAAAATGTTCGAAGCAACCGCCCGA
GGAGCACGAAGGATGGCTATCCTGGGAGACACCGCGTGGGACTTCGGTTCT
ATAGGAGGAGTGTTTACATCTGTGGGAAAATTGGTACACCAGGTTTTTGGA
ACCGCATATGGGGTACTGTTCAGCGGTGTTTCTTGGACTATGAAAATAGGA
ATAGGGATTCTGTTGACATGGTTGGGATTAAATTCAAGGAGCACGTCACTTT
CGATGACGTGCATTGCAGTTGGCATGGTCACACTGTACCTAGGAGTCATGGT
TCAAGCG

47



Amostra ER30

ATGCGATGCGTGGGAATAGGCAATAGAGACTTCGTTGAAGGACTGTCAGGA
GCAACGTGGGTGGACGTGGTACTGGAGCATGGAAGCTGCGTCACCACCATG
GCAAAAAACAAACCAACATTGGACATTGAACTCTTGAAAACAGAGGTCACG
AACCCTGCCGTCCTGCGCAAACTGTGCATTGAAGCTAAAATATCAAACACC
ACCACCGATTCAAGATGTCCAACACAAGGAGAAGCTACACTGGTGGAAGAA
CAAGACGCGAACTTTGTGTGTCGACGGACGTTCGTGGACAGAGGCTGGGGT
AATGGCTGCGGACTATTTGGAAAAGGAAGTCTACTGACGTGTGCTAAGTTC
AAGTGTGTGACAAAACTAGAAGGAAAGATAGTTCAATATGAAAACTTAAAA
TATTCAGTGATAGTCACTGTCCACACTGGGGACCAGCACCAGGTAGGAAAC
GAGACTACAGAACATGGAACAATTGCAACCATAACACCTCAAGCTCCTACG
TCGGAAATACAGCTGACCGATTACGGAGCCCTCACATTGGACTGCTCACCT
AGAACTGGGCTGGACTTTAATGAGATGGTGCTACTGACAATGAAAGAAAAA
TCATGGCTTGTCCACAAACAATGGTTTCTAGACTTACCACTGCCTTGGACTT
CGGGAGCTTCAACATCCCAAGAAACTTGGAACAGACAAGATTTGCTGGTCA
CATTCAAGACAGCTCATGCAAAGAAACAGGAAGTAGTCGTGCTGGGATCAC
AGGAAGGAGCAATGCACACTGCGCTGACTGGGGCGACAGAAATCCAGACG
TCAGGAACGACAACAATTTTTGCGGGACACCTGAAATGTAGACTAAAAATG
GACAAACTGACTTTAAAAGGGATGTCATATGTGATGTGCACAGGCTCATTT
AAGCTAGAGAAGGAAGTGGCTGAGACCCAGCATGGAACTGTTTTAGTGCAG
GTTAAATATGAAGGAACAGATGCACCATGCAAGATCCCTTTTTTGACCCAA
GATGAGAAAGGAGTGACCCAGAATGGGAGATTGATAACAGCTAATCCTATA
GTTACTGATAGAGAAAAGCCAGTCAACATTGAGACAGAACCACCTTTTGGT
GAGAGCTACATCGTGGTAGGGGCAGGTGAAAAAGCTTTGAAACTAAGCTGG
TTCAAGAAAGGAAGCAGCATAGGGAAAATGTTTGAAGCAACTGCCCGAGG
AGCACGAAGGATGGCCATCCTGGGAGACACTGCATGGGACTTCGGCTCTAT
AGGAGGATTGTTCACGTCTGTGGGAAAATTGATACACCAGGTTTTTGGAACT
GCATATGGGGTTCTGTTCAGCGGTGTTTCTTGGACCATGAAAATAGGAATAG
GGATTCTGCTGACATGGTTGGGATTAAATTCAAGGAGCACGTCACTTTCAAT
GACGTGCATTGCAGTTGGCATGGTCACACTATACCTAGGAGTCATGGTTCAA
GCG

48



Amostra ER14

ATGCGATGCGTGGGAATAGGCAATAGAGACTTCGTTGAAGGACTGTCAGGA
GCAACGTGGGTGGACGTGGTACTGGAGCATGGAAGCTGCGTCACCACCATG
GCAAAAAACAAACCAACATTGGACATTGAACTCTTGAAAACAGAGGTCACG
AACCCTGSCGTCCTGCGCAAACTGTGCATKKRRAMKMAAATATCAAAYAM
CACCACCGATTCAAGATGTCCAACACAAGGAGAAGCTACACTGGTGGAAGA
ACAAGACGCGAACTKTGTGTGTCGACGGACGTTCGTGGACAGAGGCTGGGEG
TAATGGCTGCGGACTATTTGGAAAAGGAAGTCTACTGACGTGTGCTAAGTT
CAAGTGTGTGACAAAACTAGAAGGAAAGATAGTTCAATATGAAAACTTAAA
ATATTCAGTGATAGTCACTGTCCACACTGGGGACCAGCACCAGGTAGGAAA
CGAGACTACAGAACRTGGAACAATTGCAACCATRACACCTCAAGCTCCTAC
GTCGGAAATACAGCTGACCGATTACGGAGCCCTCACATTGGACTGCTCACC
TAGAACTGGGCTGGACTTTAATGAGATGGTGCTACTGACAATGAAAGAAAA
ATCATGGCTTGTCCACAAACAATGGTTTCTAGACTTACCACTGCCTTGGACT
TCGGGAGCTTCAACATCCCAAGAGACTTGGAACAGACAAGATTTGCTGGTC
ACATTCAAGACAGCTCATGCAAAGAAACAGGAAGTAGTCGTGCTGGGATCA
CAGGAAGGAGCAATGCACACTGCGCTGACTGGGGCGACAGAAATCCAGAC
GTCAGGAACGACAACAATTTTTGCGGGACACCTGAAATGTAGACTAAAAAT
GGACAAACTGACTTTAAAAGGGATGTCATATGTGATGTGCACAGGCTCATT
TAAGCTAGAGAAGGAAGTGGCTGAGACCCAGCATGGAACTGTTTTAGTGCA
GGTTAAATATGAAGGAACAGATGCACCATGCAAGATCCCTTTTTTGACCCA
AGATGAGAAAGGAGTGACCCAGAATGGGAGATTGATAACAGCTAATCCTAT
AGTTACTGATAGAGAAAAGCCAGTCAACATTGAGACAGAACCACCTTTTGG
TGAGAGCTACATCGTGGTAGGGGCAGGTGAAAAAGCTTTGAAACTAAGCTG
GTTCAAGAAAGGAAGCAGCATAGGGAAAATGTTTGAAGCAACTGCCCGAG
GAGCACGAAGGATGGCCATCCTGGGAGACACTGCATGGGACTTCGGCTCTA
TAGGAGGATTGTTCACGTCTGTGGGAAAATTGATACACCAGGTTTTTGGAAC
TGCATATGGGGTTCTGTTCAGCGGTGTTTCTTGGACCATGAAAATAGGAATA
GGGATTCTGCTGACATGGTTGGGATTAAATTCAAGGAGCACGTCACTTTCAA
TGACGTGCATTGCAGTTGGCATGGTCACACTATACCTAGGAGTCATGGTTCA
AGCG

49



Amostra LAC7

ATGCGATGCGTGGGAATAGGCAATAGAGACTTCGTTGAAGGACTGTCAGGA
GCAACGWGGGTGGACGTGGTATTGGAGCATGGAAGCTGCGTCACCACCAT
GGCAAAAAATAAACCAACACTGGACATTGAACTCTTGAAGACGGAGGTCAC
AAATCCTGCCGTCTTGCGCAAACTGTGCATTGAAGCTAAAATATCAAACAC
CACCACCGATTCAAGATGTCCAACACAAGGAGAGGCCACACTGGTGGAAGA
ACAAGACGCGAACTTTGTGTGTCGCCGAACGTTTGTGGACAGAGGCTGGGG
TAACGGCTGCGGACTATTCGGAAAGGGAAGTCTATTGACGTGTGCCAAGTT
CAAGTGTGTGACAAAACTAGAAGGAAAGATAGTTCAATATGAGAACTTAAA
ATATTCAGTGATAGTTACCGTCCACACTGGGGACCAGCATCAGGTGGGGAA
CGAGACCACAGAACATGGAACAATTGCAACCATAACACCTCAAGCTCCTAC
GTCGGAAATACAACTGACCGACTATGGAGCCCTCACATTGGACTGCTCACC
TAGAACAGGGCTGGACTTTAATGAGATGGTGCTATTGACAATGAAAGAAAA
ATCATGGCTTGTCCACAAACAATGGTTTCTAGACTTACCGCTGCCATGGACT
TCGGGGGCTTCAACATCCCAAGAGACCTGGAACAGACAAGATTTGCTGGTC
ACATTCAAGACAGCTCATGCAAAGAAACAGGAAGTAGTCGTACTGGGATCA
CAGGAAGGAGCAATGCACACTGCGTTGACTGGGGCGACAGAAATTCAGAC
ATCAGGAACGACAACAATCTTTGCAGGACACCTGAAATGCAGACTAAAAAT
GGACAAACTGACTTTAAAGGGGATGTCATATGTGATGTGCACAGGCTCATT
CAAGCTAGAGAAGGAAGTGGCTGAGACCCAGCATGGAACTGTTCTAGTGCA
GGTCAAATACGAAGGAACAGATGCGCCATGCAAGATCCCCTTCTCGACTCA
AGATGAGAAAGGAGTGACCCAGAATGGGAGATTGATAACAGCCAATCCCA
TAGTTACTGACAAAGAAAAACCAGTCAACATTGAGACAGAACCACCCTTTG
GTGAGAGCTACATCGTGGTAGGGGCAGGCGAAAAAGCTTTGAAACTAAGCT
GGTTCAAGAAAGGAAGCAGCATAGGGAAAATGTTCGAAGCAACCGCCCGA
GGAGCACGAAGGATGGCTATCCTGGGAGACATCGCGTGGGACTTCGGTTCT
ATAGGAGGAGTGTTTACATCTGTGGGAAAATTGGTACACCAGGTTTTTGGA
ACCGCATATGGGGTACTGTTCAGCGGTGTTTCTTGGACTATGAAAATAGGA
ATAGGGATTCTGTTGACATGGTTGGGATTAAATTCAAGGAGCACGTCACTTT
CGATGACGTGCATTGCAGTTGGCATGGTCACACTGTACCTAGGAGTCATGGT
TCAAGCG
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Amostra LAC5

ATGCGTGGGAATAGGCAACAGAGACTTCGTTGAAGGACTGTCAGGAGCAAC
GTGGGTGGACGTGGTACTGGAGCATGGAAGCTGCGTCACCACCATGGCAAA
AAATAAACCAACATTGGACATTGAACTCTTGAAGACGGAGGTCACGAACCC
TGCCGTCTTGCGCAAACTGTGCATTGAAGCTAAAATATCAAACACCACCAC
CGATTCAAGATGTCCAACACAAGGAGAGGCTACACTGGTGGAAGAACAAG
ACGCGAACTTTGTGTGTCGCCGAACGTTTGTGGACAGAGGCTGGGGTAATG
GCTGTGGACTATTCGGAAAGGGAAGTCTATTGACGTGTGCCAAGTTCAAGT
GTGTGACAAAACTAGAGGGAAAGATAGTTCAATATGAAAACTTAAAATATT
CAGTGATAGTCACTGTCCACACTGGGGACCAGCACCAGGTGGGAAACGAGA
CCACAGAACATGGAACAATTGCAACCATAACACCTCAAGCTCCCACGTCGG
AAATACAGCTGACTGACTACGGAGCCCTCACACTGGACTGCTCACCTAGAA
CAGGGCTGGACTTTAATGAGATGGTGCTATTGACAATGAAAGAAAAATCAT
GGCTTGTCCACAAACAATGGTTTCTAGACTTACCACTGCCATGGACTTCGGG
GGCTTCAACATCTCAAGAGACCTGGAACAGACAAGATTTGCTGGTCACATT
CAAGACAGCTCATGCAAAGAAACAGGAAGTAGTCGTACTGGGATCACAGG
AAGGAGCAATGCACACAGCGTTGACTGGGGCGACAGAAATCCAGACGTCG
GGAACGACAACAATCTTCGCAGGACACCTGAAATGCAGACTAAAAATGGAT
AAACTGACCTTAAAGGGGATGTCATATGTGATGTGCACAGGCTCATTTAAG
CTAGAGAAGGAGGTGGCTGAGACCCAGCATGGAACTGTCCTAGTGCAAGTC
AAATATGAAGGAACAGACGCGCCATGCAAGATCCCCTTCTCGACCCAAGAT
GAGAAAGGAGTGACCCAGAATGGGAGATTGATAACAGCCAATCCCATAGTT
ACTGACAAAGAAAAACCAGTCAACATTGAGACAGAACCACCTTTTGGTGAG
AGCTACATCGTGGTAGGGGCAGGCGAAAAAGCTTTGAAACTAAGCTGGTTC
AAGAGAGGAAGCAGCATAGGGAAAATGTTCGAAGCAACCGCCCGAGGAGC
ACGAAGGATGGCTATCCTGGGAGACACCGCATGGGACTTCGGTTCTATAGG
AGGAGTGTTTACATCTGTGGGAAAATTGGTACATCAGGTTTTTGGAACCGCA
TATGGGGTTCTGTTTAGCGGTGTTTCTTGGACCATGAAAATAGGAATAGGGA
TTCTGCTGACATGGTTGGGATTAAATTCAAGGAGCACGTCACTTTCGATGAC
GTGCGTTGCAGTTGGCATGGTCACACTGTACCTAGGAGTCATGGTTCAAGCG
GATTC

51



Amostra LAC3

ATGCGTGGGAATAGGCAATAGAGACTTCGTTGAAGGACTGTCAGGAGCAAC
GTGGGTGGACGTGGTATTGGAGCATGGAAGCTGCGTCACCACCATGGCAAA
AAATAAACCAACACTGGACATTGAACTCTTGAAGACGGAGGTCACAAATCC
TGCCGTCTTGCGCAAACTGTGCATTGAAGCTAAAATATCAAACACCACCAC
CGATTCAAGATGTCCAACACAAGGAGAGGCCACACTGGTGGAAGAACAAG
ACGCGAACTTTGTGTGTCGCCGAACGTTTGTGGACAGAGGCTGGGGTAACG
GCTGCGGACTATTCGGAAAGGGAAGTCTATTGACGTGTGCCAAGTTCAAGT
GTGTGACAAAACTAGAAGGAAAGATAGTTCAATATGAGAACTTAAAATATT
CAGTGATAGTTACCGTCCACACTGGGGACCAGCATCAGGTGGGGAACGAGA
CCACAGAACATGGAACAATTGCAACCATAACACCTCAAGCTCCTACGTCAG
AAATACAACTGACCGACTATGGAGCCCTCACATTGGACTGCTCACCTAGAA
CAGGGCTGGACTTTAATGAGATGGTGCTATTGACAATGAAAGAAAAATCAT
GGCTTGTCCACAAACAATGGTTTCTAGACTTACCGCTGCCATGGACTTCGGG
GGCTTCAACATCCCAAGAGACCTGGAACAGACAAGATTTGCTGGTCACATT
CAAGACAGCTCATGCAAAGAAACAGGAAGTAGTCGTACTGGGATCACAGG
AAGGAGCAATGCACACTGCGTTGACTGGGGCGACAGAAATTCAGACATCAG
GAACGACAACAATCTTTGCAGGACACCTGAAATGCAGACTAAAAATGGACA
AACTGACTTTAAAGGGGATGTCATATGTGATGTGCACAGGCTCATTCAAGCT
AGAGAAGGAAGTGGCTGAGACCCAGCATGGAACTGTTCTAGTGCAGGTCAA
ATACGAAGGAACAGATGCGCCATGCAAGATCCCCTTCTCGACTCAAGATGA
GAAAGGAGTGACCCAGAATGGGAGATTGATAACAGCCAATCCCATAGTTAC
TGACAAAGAAAAACCAGTCAACATTGAGACAGAACCACCCTTTGGTGAGAG
CTACATCGTGGTAGGGGCAGGCGAAAAAGCTTTGAAACTGAGCTGGTTCAA
GAAAGGAAGCAGCATAGGGAGAATGTTCGAAGCAACCGCCCGAGGAGCAC
GAAGGATGGCTATCCTGGGAGACACCGCGTGGGACTTCGGTTCTATAGGAG
GAGTGTTTACATCTGTGGGAAAATTGGTACACCAGGTTTTTGGAACCGCATA
TGGGGTACTGTTCAGCGGTGTTTCTTGGACTATGAAAATAGGAATAGGGATT
CTATTGACATGGTTGGGATTAAATTCAAGGAGCACGTCACTTTCGATGACGT
GCATTGCAGTTGGCATGGTCACACTGTACCTAGGAGTCATGGTTCAAGCGG
ACTC
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Amostra LAC1

ATGCGATGCGTGGGAATAGGCAACAGAGACTTCGTTGAAGGACTGTCAGGA
GCAACGTGGGTGGACGTGGTATTGGAGCATGGAAGCTGCGTCACCACCATG
GCAAAAAATAAACCAACATTGGACATTGAACTCTTGAAGACGGAGGTCACG
AACCCTGCCGTCTTGCGCAAACTGTGCATTGAAGCTAAAATATCAAACACC
ACCACCGATTCAAGATGTCCAACACAAGGAGAGGCTACACTGGTGGAAGAA
CAAGACGCGAACTTTGTGTGTCGCCGAACGTTTGTGGACAGAGGCTGGGGT
AATGGCTGTGGACTATTCGGAAAGGGAAGTCTATTGACGTGTGCCAAGTTC
AAGTGTGTGACAAAACTAGAGGGAAAGATAGTTCAATATGAAAACTTAAAA
TATTCAGTGATAGTCACTGTCCACACTGGGGACCAGCACCAGGTGGGAAAC
GAGACCACAGAACATGGAACAATTGCAACCATAACACCTCAAGCTCCCACG
TCGGAAATACAGCTGACTGACTACGGAGCCCTCACACTGGACTGCTCACCT
AGAACAGGGCTGGACTTTAATGAGATGGTGCTATTGACAATGAAAGAAAAA
TCATGGCTTGTCCACAAACAATGGTTTCTAGACTTACCACTGCCATGGACTT
CGGGGGCTTCAACATCTCAAGAGACCTGGAACAGACAAGATTTGCTGGTCA
CATTCAAGACAGCTCATGCAAAGAAACAGGAAGTAGTCGTACTGGGATCAC
AGGAAGGAGCAATGCACACAGCGTTGACTGGGGCGACAGAAATCCAGACG
TCAGGAACGACAACAATCTTCGCAGGACACCTGAAATGCAGACTAAAAATG
GATAAACTGACCTTAAAAGGGATGTCATATGTGATGTGCACAGGCTCATTT
AAGCTAGAGAAGGAAGTGGCTGAGACCCAGCATGGAACTGTCCTAGTGCAA
GTCAAATATGAAGGAACAGACGCGCCATGCAAGATCCCCTTCTCGACCCAA
GATGAGAAAGGAGTGACCCAGAATGGGAGATTGATAACAGCCAATCCCAT
AGTTACTGACAAAGAAAAACCAGTCAACATTGAGACAGAACCACCTTTTGG
TGAGAGCTACATCGTGGTAGGGGCAGGCGAAAAAGCTTTGAAACTAAGCTG
GTTCAAGAGAGGAAGCAGCATAGGGAAAATGTTCGAAGCAACCGCCCGAG
GAGCACGAAGGATGGCTATCCTGGGAGACACCGCATGGGACTTCGGTTCTA
TAGGAGGAGTGTTTACATCTGTGGGAAAATTGGTACACCAGGTTTTTGGAA
CCGCATATGGGGTTCTGTTTAGCGGTGTTTCTTGGACCATGAAAATAGGAAT
AGGGATTCTGCTGACATGGTTGGGATTAAATTCAAGGAGCACGTCACTTTCG
ATGACGTGCGTTGCAGTTGGCATGGTCACACTGTACCTAGGAGTCATGGTTC
AAGCG
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