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Desenvolvimento de técnicas de RT-PCR para seqiienciamento

do gene da hemaglutinina-neuraminidase (HN) e detecc¢éo do virus

Parainfluenza bovino tipo 3

Autor: Rodrigo de Almeida Vaucher

Orientador: Dr. Amauri Braga Simonetti

RESUMO

Existem diversos trabalhos publicados sobre a utilizacao de diferentes métodos
imunoldgicos para diagnosticar infeccdes do trato respiratério causadas por virus
parainfluenza bovino tipo 3 (bPIV-3). Entretanto, é escassa a literatura sobre a
utilizacdo da técnica de isolamento viral. Até o presente momento ndo havia sido
relatada a utilizacdo da Transcricdo Reversa - Reacdo em Cadeia da Polimerase
(RT-PCR), na deteccao de bPIV-3. O objetivo deste estudo foi contribuir para uma
melhor caracterizacdo dos bPIV-3 através do desenvolvimento de técnicas de RT-
PCR para a sua detecc¢ao. Utilizando-se uma amostra referéncia de bPIV-3 (SF-4)
e uma amostra de bPIV-3 isolada no Rio Grande do Sul (amostra DIO) foram
desenvolvidas técnicas de RT-PCR para a amplificacdo de diferentes regifes do
gene da hemaglutinina-neuraminidase (HN). ApoOs seqlenciamento parcial do
gene HN e alinhamento das sequéncias da amostra DIO, os resultados revelaram
homologia de 99% em relacdo a amostra referéncia, 98% a 91% quando
comparada com outras amostras de bPIV-3 previamente publicadas na rede e
79% a 80% quando comparada com as amostras de hPIV-3. Foi desenvolvida,
também, uma técnica de RT-PCR para amplificacdo de parte do gene da HN do
bPIV-3 e do hPIV-3. Nos experimentos de otimizacdo, a técnica de RT-PCR,
comparada com o isolamento viral, apresentou sensibilidade de 140 DICCsg, boa
especificidade e reprodutibilidade. Os resultados, ap0s sequenciamento da
amostra de virus bPIV-3 isolada no RS, apresentaram, grande homologia com o0s
das amostras de bPIV-3 comparadas, especialmente a amostra referéncia. Os
dados obtidos neste estudo mostraram que a RT-PCR desenvolvida para a
deteccdo de PIV-3 foi capaz de amplificar um fragmento de 1009 bp do gene da
HN de amostras de PIV-3 isoladas de bovinos e humanos, possibilitando a sua
utilizacdo em diagndstico e em estudos epidemiolégicos.

Palavras-chave: virus da parainfluenza bovina tipo-3 (bPIV-3), RT-PCR,
sequenciamento, diagndstico, genotipagem

1Dissertacdo de Mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente, Faculdade de Agronomia,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (153 p.) Abril, 2005.



Development of RT-PCR techniques for hemagglutinin-neuraminidase (HN)

gene sequencing and detection of bovine type 3 Parainfluenza virus
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Abstract

There are several published studies on the application of different immunological
methods for diagnosis of respiratory infections caused by bovine type 3
Parainfluenza virus (bPIV-3). However, the literature on viral isolation procedure is
very scarce. At present there is no report about the utilization of reverse
transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) for bPIV-3 detection. The aim of
this study was to contribute to a better caracterization of bovine type 3
Parainfluenza virus by developing RT-PCR techniques to its detection. A reference
sample (SF-4) and a sample of bPIV-3 isolated in Rio Grande do Sul (DIO sample)
were used to develop RT-PCR techniques by amplification of different regions of
hemagglutinin-neuraminidase gene (HN). After HN gene partial sequencing of DIO
sample and sequence alignment, the results revealed 99% homology when
compared to reference sample, 98% the 91% homology in relation to bPIV-3
samples previously published and 79% the 80% if compared to hPIV-3 samples. It
was also developed a RT-PCR for amplification of a part of bPIV-3 and hPIV-3 NH
gene. In optimization experiments, compared to viral isolation procedure, the RT-
PCR displayed a sensitivity of 140 DICCsy, good specificity and reproductibility.
Results after sequencing of bPIV-3 sample isolated in RS displayed strong
homology with those of bPIV-3 tested samples, specially the reference sample.
Data obtained in this study showed that the RT-PCR technique developed for PIV-
3 detection was able to amplify an 1009 bp HN gene fragment of bovine and
human PIV-3 samples which enables its utilization in diagnostic and
epidemiological studies.

Key words: bovine parainfluenza virus type 3 (bPIV-3), RT-PCR, sequencing,
diagnostic, genotipagem.

1Master of Science dissertation in Agricultural Microbiology, Faculdade de Agronomia,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (153 p.) April, 2005.
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1. INTRODUCAO

Os virus da parainfluenza (PIVs) sdo membros da familia
Paramyxoviridae pertencentes ao género Respirovirus. Este género é formado
pelos virus da parainfluenza humana tipo 1 e 3 (hPIV-1 e hPIV-3), virus Sendai
(PIV-1 murino) e virus da parainfluenza bovina tipo 3 (bPIV-3). Sé&o
envelopados, constituidos por RNA de fita simples, de polaridade negativa,
com aproximadamente 15000 nucleotideos. O bPIV-3 e o hPIV-3 sé&o
importantes patdégenos do trato respiratdrio, apresentando organizagéo idéntica
em nivel de proteinas e uma pequena diversidade genética e antigénica.
Embora apresentem caracteristicas similares, estes patdgenos infectam
hospedeiros distintos.

O bPIV-3 esta associado a infecgBes respiratérias em ovinos e
raramente em caes, equinos e humanos. Esta associado, também, ao quadro
clinico conhecido como “shipping fever ”, ou febre dos transportes. As
infec¢Bes por hPIV-3 ocorrem apenas em humanos, sendo estas responsaveis
pela significante morbidade e mortalidade em criangas com menos de 1 ano de

idade.

Nos rebanhos dos paises do hemisfério norte, as infecgbes pelo

virus bPIV-3 sdo comuns, embora muitas vezes passem despercebidas. No



Brasil, a importancia das infec¢des causadas pelo bPIV-3 ainda € questionavel,
devido & falta de estudos sobre este virus. Embora existam evidéncias
sorolégicas da presenca do virus no pais, raramente tem sido reportado o
isolamento do bPIV-3. Até o presente momento, apenas dois relatos de
isolamento viral do bPIV-3 foram realizados no pais, o primeiro em Sao Paulo,
a partir de amostras de pulméao bovino, e o segundo reportado no Rio Grande
do Sul, a partir de secrec¢des nasais de bovino com doenca respiratoria.
Atualmente, o diagndstico da infeccdo por bPIV-3 é realizado por
cultivo celular, que é considerado o método “gold standard”. H& diversos relatos
sobre o0 uso deste método para a deteccdo do hPIV-3 e poucos para bPIV-3.
Outros métodos menos especificos e sensiveis, porém mais rapidos que o
cultivo celular, vém sendo utilizados para a detec¢cdo de ambos os PIV-3. Estes
sdo baseados na deteccdo de anticorpos (inibicdo da hemaglutinagéo,
soroneutralizacdo e ensaios imunoenzimaticos) e de antigenos
(imunofluorescéncia direta e hemaglutinagdo), nao sendo capazes de identificar
sorotipos virais. Além disso, métodos imunologicos baseados na detec¢do de
anticorpos podem apresentar resultados falso-negativos, sendo utilizados para

a triagem do virus.

Recentemente, a técnica de RT-PCR tem sido empregada como uma
alternativa sensivel para realizar o diagnéstico das infec¢des causadas pelo
hPI1V-3 em aspirados nasais, suabes oriundos de secre¢des nasais ou a partir
do préprio isolamento viral. Alternativamente, tém sido utilizadas técnicas de

RT-PCR capazes de identificar diferentes tipos de PIVs (hPIV-1, hPIV-2, hPIV-



3, hPIV-4a e hPIV-4b) e outros virus em espécimes de origem humana como

por exemplo, o RSV.

Embora este método venha sendo empregado para a detecgdo dos
PIV-3 em amostras de origem humana, ndo foi relatada até o presente
momento (que seja de conhecimento dos autores), a utilizacdo da RT-PCR
para a deteccdo do virus em amostras de origem bovina. Portanto, neste
estudo, foram desenvolvidas técnicas que visam contribuir para uma melhor
caracteriza¢do do virus em nosso meio através de métodos moleculares para a

sua deteccao.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Virus parainfluenza (PIVs)

Os virus parainflenza (PIVs) incluem importantes patdogenos do trato
respiratorio, que apresentam caracteristicas estruturais e biologicas similares,
mas que sdo a causa de diferentes doencas humanas e veterinarias
(Henrickson & Savatski, 1997)

Pertencem a ordem Mononegavirales, familia Paramyxoviridae,
subfamilia Paramyxovirinae. Esta subfamilia apresenta trés géneros:
Respirovirus, Rubulavirus e Morbillivirus. Destes trés, apenas dois apresentam
PIVs como membros: o Respirovirus e o Rubulavirus que podem ser
distinguidos fisicamente dos Morbillivirus, pois este Ultimo ndo apresenta a
proteina neuraminidase (Collins et al., 1996).

Os PIVs que infectam humanos (hPIV-1 a hPIV-4) foram
primeiramente isolados durante o periodo de 1956 e 1960, a partir de estudos
pediatricos realizados para identificacdo de doencas do trato respiratério em
criangas. Foram reconhecidos pelo efeito citopatico provocado em cultura de
células ou pela reagdo de hemadsor¢cdo (adsorcdo de eritrocitos de cobaio)
(Chanock, 1956, Chanock et al., 1958; Johnson et al., 1960). Estas criancas
apresentavam sintomatologia semelhante as infecgbes no trato respiratério

causadas pelos virus influenza, um ortomixovirus. As particulas virais dos



paramixovirus isoladas apresentavam caracteristicas idénticas aos inflluenza
possuindo também atividade hemaglutinante e mucolitica (Collins et al., 1996).
Embora estes virus apresentem certa similaridade quanto ao processamento
de suas glicoproteinas, a imunidade do hospedeiro e a patogenia, séo
considerados geneticamente e antigenicamente distintos (Collins et al., 1996).
Atualmente, os géneros dos paramixovirus podem ser diferenciados
morfologicamente dos ortomixovirus devido, principalmente, a espessura do
nucleocapsideo ndo segmentado que mede 17nm e 9nm, respectivamente
(Chanock & Mcintosh, 1985). Depois de descobertos, os diferentes subtipos de
PIVs humanos foram associados a diversas sindrome severas provocadas no
trato respiratério de récem-nascidos, criancas e adultos, tais como tosse (hPIV-
1, hPIV-2 e hPIV-3) e como pneumonia e/ou bronquiolite (hPIV-3). Ao contrario
dos demais PIVs, o hPIV-4 vem sendo associado a doengas brandas do trato
respiratorio superior em criancas e adultos (Morimoto et al., 1970, Brandt et al.,
1986, Brady et al., 1990, Fryer, 1991; Bose et al., 2001).

Outros virus pertencentes a familia Paramyxoviridae descobertos
em animais foram relacionados morfologica e antigenicamente com os PIVs
humanos. Estudos com estes virus relataram fortes evidéncias antigénicas
sugerindo que bPIV-3 esteja intimamente relacionado com o hPIV-3 (Abinanti
et al., 1961, Chanock et al., 1961, Cook et al., 1963; Goswami et al., 1982). O
virus Sendai, um virus origindrio de camundongos que é atualmente
classificado como PIV-1, foi considerado, por muitos anos, um patégeno
humano devido a sua relagdo antigénica com hPIV-1 (Fukumi et al., 1959). O

virus simio 5 (SV5) e o virus simio 41 (SV41), considerados contaminantes de



cultivo celulares e isolados de cultivo primario de rim de macaco, séo
antigenicamente semelhantes entre si e altamente relacionados com o hPIV-2
(Collins et al., 1996). Por fim, os PIVs aviarios que sado constituidos por nove
sorotipos distintos, apresentam como seu representante mais conhecido o virus
da doenca de Newcastle (NDV) associado ao sorotipo do PIV-1 (Alexander,

1991).

Muitos virus dessa familia tém sido utilizados extensivamente em
estudos para definir as propriedades bioguimicas e moleculares, que em
grande parte ainda néo foram desvendadas pelos pesquisadores (Collins et al.,
1996). Devido a baixa prevaléncia e incidéncia na populacdo humana
comparada com as de outros virus, por exemplo, adenovirus e virus
respiratorio sincicial (RSV), poucos estudos epidemioldgicos desses virus tém
sido realizados no mundo. Este fato deve ser reavaliado, pois os PIVs séo
apenas alguns entre tantos virus que podem causar patologias em diversas
espécies, mas que também podem ser responsaveis por epidemias tanto em
paises desenvolvidos quanto subdesenvolvidos, provocando prejuizo e impacto

econdmico.

2.2. Sorotipos de PIVs

Estudos sorolégicos e analises antigénicas de todos as espécies
pertencentes a subfamilia Paramyxovirinae demonstraram trés géneros
basicos, que sdo apresentados na Tabela 1. Todos os PIVs induzem a

formagdo de niveis variados de anticorpos heterofilos durante infecgbes e

possuem antigenos comuns. Estes, muitas vezes, tornam impossivel a



determinacdo da positividade sorolégica, devido a producdo de respostas
inespecificas ou reacdo cruzada com antigenos similares ou diferentes dos
PIVs. Entretanto, soros hiperimunes de animais como hamster ou cobaio tém
sido utilizados para diferenciar esses virus e servem como padrdo em testes
como inibicdo da hemaglutinagdo (HI), soroneutralizagdo (SN) e ELISA
(“Enzyme-Linked Immunosorbent Assay”) (Canchola et al., 1965; Carballal et
al., 2001).

Estudos realizados por analise molecular envolvendo os quatro tipos
de PIVs humanos tém demonstrado elevada antigenicidade e heterogeneidade
genética entre eles (van Wyke Coelingh et al., 1985, Tsurudome et al., 1989;
Henrickson & Savatski, 1996).

bY

Tabela 1: Relacdo taxonbmica dos virus pertencentes a subfamilia
Paramyxovirinae.

Subfamilia Género Espécie
Humana Animal
Respirovirus hPIV-1 Sendai (camundongo PIV-1)
hPIV-3 bPIV-3, simian SV-10
NDV (1), aPIV-3, aPIV-4,
aPIVe, aPIV-9
Paramyxovirinae Rubulavirus  hPIV-2 Virus Yucaipa (2)

hPIV-4A e hPIV-4B  Virus Kunitachi (5)
Virus da Caxumba  Virus suino do México
Simian PIV-5 e PIV-41

Morbillivirus Virus do Sarampo  Virus da cinomose canina

Virus da cinomose de golfinhos

Virus rinderpest (bovino)

A variabilidade populacional e as mudancgas antigénicas e genéticas
observadas nos PIVs sugerem uma evolucdo similar ao modelo dos virus

influenza B (Komada et al., 1990). Reac¢des utilizando anticorpos policlonais



podem detectar muitas cepas de PIVs com antigenos comuns, mas géneros
como o hPIV-1 e hPIV-3 tém apresentado mudangas progressivas na
antigenicidade (Henrickson & Savatski, 1992, Komada et al., 1992; Henrickson
& Savatski, 1997).

Alguns estudos demonstraram que cepas isoladas de hPIV-1 nos
altimos anos apresentaram diferencas antigénicas e genéticas quando
comparadas com cepas do mesmo tipo isoladas em 1957 (Henrickson &
Savatski, 1996), comprovando a diversidade antigénica dos subgrupos dos

PIVs.

2.3 Virus parainfluenza tipo 3 (PIV-3)

Os PIV-3 pertencem ao género Respirovirus, apresentando como
principais representantes os hPIV-3 e DbPIV-3 que estdo antigenicamente
relacionados (Bailly et al., 2000). O hPIV-3 é responsavel por significante
morbidade e mortalidade em criancas, especialmente aquelas com menos de
um ano de idade (Collins et al., 1996), sendo a causa comum de doengas no
trato respiratério inferior (pneumonia, bronquiolites e tosse) em criangas e
adolescentes (Arghedas et al., 1990). Podem infectar diferentes espécies de
forma natural ou experimental. Infec¢cdes assintomaticas podem ser induzidas
em hamsters, cobaios e furdes adultos (Johnson et al., 1973). Até o presente
momento nao foi relatada a presenca do hPIV-3 em infec¢cGes de bovinos,
embora se saiba que o virus bPIV-3 pode ser potencialmente infeccioso para
humanos (Woods et al., 1967). Evidéncias soroldgicas apontam que 0 virus

bPIV-3 pode infectar células diferentes das do seu hospedeiro natural, nesse



caso células humanas (Mo et al., 1995; Nichol et al., 2000). Este vem sendo
identificado como causador de infeccbes em humanos e, assim como o proprio
hPIV-3, produz infecgbes assintomaticas (Karron et al., 1996).

O bPIV-3 é um patdgeno respiratdrio associado a broncopneumonia
no bovino, sendo um forte candidato para a producao de vacinas atenuadas
vivas (Bailly et al., 2000). Tem sido associado com a febre dos transportes e
foi, primeiramente, isolado por Andrews et al. (1955), a partir de secrecéo nasal
de bovinos que apresentavam sinais clinicos da doenca. O isolamento do bPIV-
3 no Brasil, foi registrado pela primeira vez por Candeias et al. (1971), a partir
de pulmbes de bovinos abatidos em Sdo Paulo. Recentemente, o virus foi
isolado pela primeira vez no Rio Grande do Sul, por Gongalves et al. (2001), a
partir de uma terneira apresentando sinais clinicos de infeccéo respiratéria.
Esta amostra foi isolada em cultivo celular e havia sido utilizada em reagbes
sorolégicas em um trabalho anterior. Entretanto, a caracterizagdo molecular da
amostra ainda néo foi realizada, sendo esta de suma importancia para a

confirmagéo da origem animal dessa amostra.

2.4. Propriedades fisico-quimicas dos PIV-3

As condicbes ambientais, como temperatura, umidade, pH e
composicado dos meios para estocagem viral, afetam a infectividade dos PIV-3.
Seus virions sao instaveis a temperatura de 37 °C, sendo inativados em
temperaturas superiores a 50 °C por 15 minutos (Zielinska-Jenczytik, 1972). A
estabilidade 6tima ocorre em pH fisiolégico (pH 7,4 a 8,0), perdendo a

infectividade rapidamente no pH 3,0 a 3,4 (Hamparian et al., 1963; Hambling,
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1964). Quando expostos ao éter 20% por 18h a 4 °C perdem completamente a
infectividade (Chanock & Parrot, 1965). A adicdo de vérios reagentes (por
exemplo 0,5% de soro fetal bovino (SFB), 5% de DMSO ou 2% soro de
galinha) ao meio e estocagem a —70°C garantem a infectividade viral por

muitos anos (Hurrell, 1967; Chanock, 1979).

2.5. Organizagao estrutural dos PIV-3
2.5.1. Virions e envelope

Estudos de microscopia eletrdnica demonstraram que os virions do
hPIV-3 e do bPIV-3 sdo pleomorficos (formas globulares ou filamentosas) e
envelopados (Figura 1). Seu didmetro pode variar entre 150 a 250 nm, sendo
gue virions maiores j4 foram descritos (Howe et al., 1967). Seu envelope é
coberto por peplémeros de 8 a 20 nm de comprimento, sendo sua composi¢ao
lipidica originaria da membrana plasmatica das células do hospedeiro (Murphy

et al., 1999).

FIGURA 1: Microscopia eletrbnica do virus parainfluenza tipo 3. A forma do
virion é facilmente visualizada.

Fonte: http://www.tulane.edu (acesso em fevereiro de 2005).
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2.5.2. Nucleocapsideo

Dentro do envelope, encontra-se um nucleocapsideo que apresenta
simetria helicoidal, com 18 nm de diametro e aproximadamente 600 a 800 nm
de comprimento. A simetria helicoidal ocorre devido a rigorosa associa¢do do
genoma com, aproximadamente, 2600 moléculas de RNA, e a proteina maior
do nucleocapsideo (Lamb et al., 1976). Também contém, aproximadamente,
300 copias da proteina P (Fosfoproteina) e 40 cépias da proteina L (grande
proteina) (Egelman et al., 1989). O nucleocapsideo tem sido observado em
varias formas, podendo apresentar conformacdo linear e flexivel apds

rompimento do virion (Compans et al., 1967).

2.5.3 Genoma e genes

O genoma € formado por uma unica molécula de RNA de fita simples
com aproximadamente 15000 nucleotideos, de polaridade negativa (Storey et
al.,, 1984). Alguns virions possuem RNA de polaridade positiva e RNA
replicativo intermediario, sendo considerados ndo infecciosos (Collins et al.,
1996). O genoma apresenta uma regido 3 extra-cistrObnica de
aproximadamente 55 nucleotideos denominada lider e uma regido 5 extra-
cistrbnica de aproximadamente 44 nucleotideos denominada “trailer”. A regido
lider apresenta a maioria dos promotores virais com aproximadamente 13 a 14
nucleotideos que sao altamente conservados entre os virus da familia
Paramyxoviridae. Estas regides-controle flanqueiam 6 genes: NP, P/C/D, L, M,
F e HN (Lamb & Kolakfosky, 1996), sendo separadas por regides conservadas

e nao codificantes, as quais contém sinais de iniciacdo, terminagdo e
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poliadenilacdo do processo de transcricdo viral (Murphy et al., 1999). Destes,
apenas cinco genes (NP, M, F,HN e L) sédo responsaveis pela sintese de
proteinas estruturais do virion, sendo controlados diretamente nessas regioes.
O gene (P) contém uma segunda regido controle 5’ proximal conhecida como
“fase de leitura aberta” (ORF), sobreposta ao gene que codifica a proteina C
(Wechster et al., 1985). A organizacdo genbmica do PIV-3 € mostrada na

Figura 2.

Sequéncia
inicial

Sequéncia

final Seqiiéncia

Intergénica

FIGURA 2: Organizacdo gendmica do PIV-3. NP: gene do nucleocapsideo; P e
C: gene da fosfoproteina e gene C; M: gene da matriz; F: gene de
fusdo; HN: gene da hemaglutinina-neuraminidase e L: gene L
(adaptado de Collins et al., 1996).
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2.5.4. Proteinas

De todas as proteinas que desempenham func¢des nos PIV-3, as que
tém provocado maior interesse e vém sendo amplamente estudadas sdo as
glicoproteinas estruturais de superficie “HN” (hemaglutinina-neuraminidase) e
“F” (proteina de fusdo). O interesse pode ser explicado, em parte, devido ao
papel central exercido por essas glicoproteinas durante os processos de
infecgé@o viral e, no caso da HN, ao seu estado de conservagédo antigénica
(Takimoto et al., 2000). A glicoproteina HN € multifuncional sendo responséavel
pela ligacdo dos virus a receptores de acido sialico das células hospedeiras
(Markwell, 1991), com a neuraminidase (sialidase) exercendo a funcao de
hidrélise dos residuos de &cido sialico, além de ajudar na prevencao da auto-
agregacdo dos virions (Palese et al., 1974). A HN também é requisitada nos
processos de fusdo das membranas que sao induzidos por outra glicoproteina
de membrana, a proteina F (Morrison et al., 1991; Sakai & Shibuta, 1989).
Importantes fusdes entre as membranas celulares somente sdo observadas
quando as proteinas HN e F do mesmo virus sdo expressas nas mesmas
células, sugerindo que ocorra uma interacdo virus-especifica, sendo este
processo necessario para induzir a fusdo da membrana com a proteina F (Hu
et al., 1992). Além disso, a interacao fisica entre HN e F é requerida para uma
eficiente fusdo (Yao et al., 1997; Stone-Hulslander & Morrison, 1997).

As glicoproteinas HN e F, bem como as outras proteinas
constituintes do virion dos PIV-3 podem ser visualizadas de forma esquematica

na Figura 3.
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FIGURA 3: Representacdo grafica de um virion do género Respirovirus. F:
proteina de fusdo; HN: proteina hemaglutinina-neuraminidase; F:
proteina de fusdo; M: proteina da matriz; NP: proteina do
nucleocapsideo; P: fosfoproteina; L: proteina L ou proteina grande
e RNA) genoma fita simples com polaridade negativa (Vainionpaa &
Hyypia., 1994).

Estudos de cristalografia tém revelado conformacdfes vesiculares das
glicoproteinas virais (Figura 4), sendo estas diferentes das conformac¢des que

existem quando estdo presentes nas membranas celulares (Citovsky et al.,

1986).

FIGURA 4: Cristalografia da proteina HN em forma de cristal de uma amostra
viral de paramixovirus (Takimoto et al., 2000).
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Além dessas duas glicoproteinas, HN e F, existem mais quatro
proteinas estruturais que, apesar de ndo serem inteiramente estudadas, sao
importantes na estruturagdo dos PIV-3: trés proteinas do nucleocapsipeo “NP”
(proteina do nucleocapsideo), “P” (fosfoproteina), “L” (grande proteina) e uma
proteina interna nao glicosilada “M” (proteina da matriz) (Lamb & Kolakofsky,
1996). Cada proteina apresenta caracteristicas préprias e desempenha
determinada fungdo durante a morfogénese do virion. Um resumo das
propriedades dessas proteinas é apresentado na Tabela 2.

Outras proteinas, como a V, W, | e X, ndo sdo encontradas em todos
0s géneros da familia Paramyxoviridae. A proteina V, que interfere
especificamente com a encapsidacdo do RNA, € um produto do gene P no
género Respirovirus. As proteinas W, | e X tém funcdo ainda desconhecida,
sendo a proteina W encontrada somente em algumas espécies dos géneros

Respirovirus e Rubullavirus (Lamb & Kolakofsky, 1996).
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Tabela 2: Caracteristicas e fun¢ées das principais proteinas dos PIV-3

Nome Residuos de aa

Caracteristicas e funcdes

HN 565 a 582
F 529 a 565
NP 509 a 557
P 568 a 603
C 199 a 204
D
L 2204 a 2269
M 341 a 377

Componente do virion (proteina hemaglutinina-neuraminidase).

Mediar a ligacéo do virus a célula, facilitar a liberagao dos virions apés o
processo de replicacéo e prevencéo da autoagregacéo do virions; principal
antigeno viral capaz de induzir a formacao de anticorpos neutralizantes;
neuraminidase remove o acido sialico.

Componente do virion (proteina de fuséo).

Mediar a internalizagao do virus na célula, na formacao de sincicios é
responsavel pela atividade hemolitica “in vitro”.

Proteina estrutural do virion (proteina do nucleocapsideo).

Possui varias funcées no ciclo de replicagdo viral e protecdo do RNA.
Proteina estrutural do virion (fosfoproteina).

Componente viral do complexo da polimerase, prevencdo na agregacao de
proteinas, interacéo proteina-proteina durante formacéo nucleocapsideo e
sintese de RNA.

Proteina ndo estrutural (proteina C).

Relacionada ao empacotamento de pequenas quantidades de proteinas
associadas ao nucleocapsideo.

Proteina ndo estrutural (proteina D).

Funcéo desconhecida, encontrada apenas no hPIV-3 e bPIV-3.

Proteina estrutural do virion (Grande proteina).

Proteina multifuncional, executa todos os estagios cataliticos da sintese de
RNA e metilacéo.

Proteina estrutural do virion. (proteina matriz).

Possui a funcéo de tornar a transcri¢cdo inativa e mediar o empacotamento

do nucleocapsideo e envelope viral.

aa: aminoacidos
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2.5.5. Relagfes antigénicas

Os PIV-3 sdo antigenicamente e morfologicamente semelhantes.
Através da andlise de DNA complementar de clones construidos a partir de
RNA do bPIV-3 e hPIV-3, foi determinada uma homologia de 89,7% para a
proteina M em 5 diferentes cepas virais (Bailly et al., 2000). Em estudos
comparativos para a andlise da sequéncia de aminoacidos da proteina HN de
algumas cepas virais, foi comprovado que existiam regides moderadamente
conservadas entre os PIV-3, sendo que a sequéncia do bPIV-3 apresentava
77% de homologia com a sequéncia da mesma proteina do hPIV-3 (Collins et

al., 1996).

2.6. Replicagao viral dos PIV-3

A replicacao viral dos PIV-3 (Figura 5) ocorre no citoplasma das
células hospedeiras infectadas, sendo os virus capazes de multiplicar-se em
células anucleadas (Murphy et al., 1999). Os eventos moleculares da
replicagdo dos virus pertencentes ao género Respirovirus sdo regulados por
fatores virais e celulares que sdo determinantes da infeccdo litica observada
em cultivos celulares, embora esse efeito, em alguns tipos celulares, possa néo
ser observado. Assim, estes eventos podem ser divididos conforme o modelo
proposto por Neumann et al. (2002): 1) Adsorcéo (ligacao do virus a receptores
especificos da membrana celular do hospedeiro); 2) Fusdo e penetracao; 3)
Transcricdo, replicagcdo e sintese de RNA e proteinas, respectivamente; 4)

Montagem dos nucleocapsideos e 5) Liberac&o dos virions.
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1) Adsorgéao

No género Respirovirus, a fase inicial do processo de infecgéo ocorre
no momento em que a glicoproteina do envelope viral reconhece e liga-se a
receptores especificos da membrana celular. Este processo depende
exclusivamente da acdo de uma glicoproteina presente no envelope viral, a
proteina HN, que se liga as moléculas de acido sialico presentes na superficie
das células hospedeiras (Lamb, 1992). O acido sialico, encontrado na
membrana celular, € um derivado do acido neuraminico encontrado nas

proteinas e nos lipidios (Lamb & Kolakofsky, 1996).

2) Fusao e penetragao

Apés a adsorcdo do virus a superficie das células do hospedeiro,
ocorre a fusdo do envelope viral com a membrana celular, mediada pela
glicoproteina F. Um aumento da eficiéncia da ativacdo promotora da fusdo do
envelope viral com a membrana celular ocorre quando as duas glicoproteinas
HN e F agem em cooperacdo durante esses processos. Apés a fusdo, o
nucleocapsideo do virus é liberado diretamente no citoplasma celular

(Kingsbury, 1991).

3) Transcrigdo, replicacdo e sintese
Os processos de transcricdo, replicacdo e sintese ocorrem no
citoplasma das células infectadas (Lamb & Kolakofsky, 1996). ApGs a liberagéo

do nucleocapsideo viral no citoplasma, as proteinas associadas a ele (NP, P, L)
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sdo ativadas e ocorre sua transcricao pela RNA polimerase RNA-dependente
(transcriptase viral) no citoplasma celular (Murphy et al., 1999).

A sintese de mMRNAs comeca imediatamente apds o encontro do
genoma viral e os ribonucleosideos trifosfatados no citoplasma, sendo
primeiramente transcritos seis mRNA oriundos dos genes estruturais do virus
com posterior traducdo dos mesmos pelos ribossomos da célula. As proteinas
virais, acumuladas no citoplasma, séo sintetizadas e comeca a sintese das fitas
de polaridade positiva no citoplasma celular. A RNA-polimerase, previamente
presente na sintese do mRNA, copia a fita positiva ignorando todos os cédons
de parada presente entre 0s genes, sintetizando uma cOpia complementar de
RNA idéntica ao RNA gendmico (intermediario replicativo). A partir desse
instante, ocorre a encapsidacdo do genoma, simultaneamente com a sintese
do genoma. Quando a quantidade de proteina NP diminui, a polimerase troca
de funcdo e comeca a sintetizar uma quantidade maior de mMRNA aumentando,
assim, os niveis intracelulares de proteina NP que é essencial durante esse

processo (Neumann et al., 2002).

4) Montagem dos nucleocapsideos:

O RNA viral sintetizado é processado e empacotado primeiramente
pelas proteinas do nucleocapsideo. Posteriormente, as proteinas P e L
presentes no citoplasma celular associam-se ao complexo produzindo uma
grande quantidade de nucleocapsideos, que estdo prontos para sair das
células infectadas. A grande quantidade de nucleocapsideos forma os

corpusculos de inclusédo citoplasmaticos caracteristicos (Lamb, 1992).
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5) Liberacéo dos virions

Os nucleocapsideos complexados acumulam-se no citoplasma
celular até que seja realizada a montagem dos envelopes virais. As proteinas
HN e F sdo sintetizadas no reticulo endoplasmatico (RE) e, apds maturacao,
sdo transportadas até a membrana plasmatica. A proteina M auxilia na
conducédo dos nucleocapsideos complexados para a formacgéo e liberagdo dos

virions maduros, o que ocorre por brotamento na membrana celular do

hosdedeiro (Lamb, 1992).
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FIGURA 5: Esquema de replicagdo dos virus do género Respirovirus

(adaptado de Collins et al., 1996).
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2.7. Epidemiologia dos PIV-3

Na América do Norte e na Europa, anualmente, os PIV-3 causam
epidemias na primavera e no inverno, especialmente em hospedeiros
imunocomprometidos ou com doencas cronicas. As razdes exatas que
explicam as diferencas na sazonalidade do PIV-3 ainda continuam
desconhecidas, embora seja proposto que estao diretamente relacionadas com
as condic¢des climaticas e ambientais (Glezen et al., 1984).

As infeccbes respiratérias desencadeadas pelos hPIV-3 ocorrem,
mundialmente, em recém-nascidos, criancas, adultos e em alguns animais, na
maioria das vezes, de forma subclinica e assintomatica, sendo o agente
etiologico raramente isolado. Acredita-se que 0s humanos apresentem
predisposicao as infec¢ces provocadas pelo hPIV-3, estando estas associadas
a fatores como idade, mal nutricdo, superlotacdo de ambientes, deficiéncia de
vitamina A, diminuicdo da amamentac¢do, posi¢cdo socio-econémica e até ao
aumento de toxinas no ambiente (Berman, 1991, Mcintosh, 1991, Kim et al.,
2000; Tsai et al., 2001).

Aproximadamente 18 mil recém-nascidos e criangas sao internados
todos os anos em hospitais pediatricos nos EUA, vitimas de infecgbes
respiratérias do trato inferior causadas pelo PIV-3. O hPIV-3 estd associado,
principalmente, as infeccbes em criangcas com até 6 meses de idade, sendo o
responsavel também por cerca de 40% dos casos de infecgBes em criangas no
seu primeiro ano de vida (Washburne et al., 1992). Nos Estados Unidos,
infeccBes respiratdrias agudas sdo responséveis por cerca de 3 a 18% dos

casos de internacdo em hospitais pediatricos, sendo as infecgbes causadas
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pelos PIVs detectadas em cerca de 9 a 30% dos casos (Downham et al., 1974,
Murphy et al., 1980; Carballal et al., 2001).

Nos EUA, séo registrados aproximadamente 800 mil novos casos
por ano de infeccbes do trato respiratorio inferior em pacientes com até 18
anos de idade, sendo estimado que 12% dessas infec¢coes sejam provocadas
pelos hPIV-3 (Shay et al., 1999). Esta € a segunda maior causa de
hospitalizacdo de pacientes pediatricos, ficando atras somente das infec¢des
provocadas pelo RSV (Straliotto et al., 2002).

Pesquisas soroldgicas realizadas em criangas entre 6 e 10 anos de
idade demonstraram evidéncia de infec¢cdes passadas, sugerindo que estas
eram infec¢Bes primarias assintométicas (Gardner, 1969). No Brasil e no Rio
Grande do Sul, existem poucas estudos epidemiolégicos publicados,
possivelmente devido a falta de interesse pelo hPIV-3 que apresenta baixa
ocorréncia em nosso meio (1,5%) e, principalmente, pelo interesse dos
pesquisadores por outros virus respiratérios, como RSV, adenovirus e virus da
influenza (Straliotto et al., 2002).

Infeccdes respiratorias causadas pelo bPIV-3 tém sido reportadas em
rebanhos de todo o mundo. Estudos sorolégicos antigos realizados nos
rebanhos dos EUA revelaram indices de 87,8% de prevaléncia (Karim et al.,
1985). Em outros paises, como a Irlanda do Norte e Austrélia, foi constatada a
presenca de infeccdo em 97,5% (McCullough et al., 1987) e mais de 80% (St.
George, 1969) do rebanho desses paises, respectivamente. No Brasil, foram
verificados indices de prevaléncia em torno de 80% em nosso rebanho

(Candeias & Ribeiro, 1970).
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Dos relatos disponiveis sobre a identificacdo de anticorpos inibidores
da hemaglutinac@o detectados por reacdes s soroldgicas, merecem destaque 0
trabalho realizado por Candeias & Ribeiro (1968) que, usando uma cepa viral
de origem humana, identificaram pela primeira vez anticorpos em 33,71% dos
soros bovinos de um total de 553 amostras coletadas. Os mesmos autores
realizaram estudo similar, porém com uma cepa de origem bovina (SF-4) e
encontraram 84,1% de positividade nos soros bovinos testados de um total 902
amostras coletadas (Candeias & Ribeiro, 1970). No Rio Grande do Sul,
Wizigmann et al. (1972) constataram a presenca de anticorpos em 97% dos
soros bovinos de um total de 221 amostras coletadas. Dal Pizzol et al. (1989)
detectaram a presenca de anticorpos contra o virus bPIV-3 em 70% dos soros
bovinos de um total de 393 amostras coletadas.

Evidéncias sorolégicas apontam, ainda, que o virus bPIV-3 pode
infectar células diferentes das do seu hospedeiro natural (bovinos), neste caso
células humanas (Nichol et al., 2000, Mounts et al., 2001; Choudhary et al.,
2001). O DbPIV-3 vem sendo identificado como causador de infeccbes em
humanos e, assim como o proprio hPIV-3, produz infec¢Bes assintomaticas

(Karron et al., 1996).

2.8. Transmissao dos PIV-3

A transmissao das viroses provocadas pelo hPIV-3 foi demonstrada
em um estudo que avaliou a capacidade de disseminagdo e a capacidade
infecciosa desse agente (Henrickson et al., 1997). Foi demonstrado que

aerossois liberados por criancas infectadas com o virus hPIV-3 podem
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percorrer uma distancia de aproximadamente 60 cm e provocar infeccdo em
outro individuo (Mc Lean et al., 1967). Sabe-se que a maioria das transmissdes
em humanos ocorre entre criancas de 2 a 6 meses de idade, de forma
semelhante a dos outros PIVs humanos devido, principalmente, a capacidade
de disseminacdo do virus pelo ar e também pela presenca deste em
superficies contaminadas (Henrickson et al., 1998).

Nas superficies, a transmissdo ocorre, na maioria das vezes, pelo
contato direto do individuo com suas préprias maos que estdo contaminadas.
Também pode ocorrer transmissdo por meio de contato direto das maos de
pessoa para pessoa (Collins et al., 1996). A transmisséo direta via secre¢cdes
nasais pode ocorrer de pessoa para pessoa, tendo sido demonstrado que a
quantidade de virus presente nessas condi¢cdes (durante uma infeccdo aguda)
€ aproximadamente dez vezes maior que a quantidade presente nas maos
(Hall et al., 1977).

Ja o virus bPIV-3 freqlientemente infecta bezerros de 2 a 8 meses de
idades criados em condi¢des intensivas, podendo essa infeccao persistir
durante muitas semanas (Kapil & Basaraba, 1997). Nessas condi¢des, o
ambiente, geralmente, € pouco ventilado e o grande numero de animais
possibilita a transmissdo do virus bPIV-3 via aerossois ou pelo contato direto
entre animais. Além disso, estes animais ainda podem adquirir infecctes
secundarias provocadas pelo aumento do numero de bactérias no ar,

agravando ainda mais o seu quadro clinico (Radostits et al., 1994).
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Os virus hPIV-3 e DbPIV-3 sdo capazes de sobreviver
aproximadamente por 10 horas em superficies ndo porosas e por 4 horas em
superficies porosas (Brady et al., 1990).

Em experimentos realizados para avaliar a capacidade infectante
desses virus foi comprovado que ao entrarem em contato com os dedos das
maos, eles perdem aproximadamente 90% de infectividade nos 10 primeiros
minutos, podendo a contaminagao ndo ser transferida aos outros dedos (Ansari
et al.,1991). Estes virus podem ser eficientemente removidos dos focos de
transmissao pela aplicacdo de detergentes comuns, desinfetantes ou agentes

antisépticos (Brady et al., 1990).

2.9. Patogenia e manifestacdes clinicas dos PIV-3

Os PIV-3 sdo patdgenos responsaveis pelo desenvolvimento de
infeccdes respiratdrias em uma variedade de espécie diferentes. Os PIV-3
multiplicam-se nas vias aéreas superiores, apresentando tropismo pelas
células epiteliais (ciliadas, néo ciliadas e caliciformes), onde parecem ser
adsorvidos e liberados mais extensivamente nos dominios apicais e
basolaterais dessas células. Aléem destas, também s&o encontrados em células
alveolares, onde infectam preferencialmente os macrofagos e pneumacitos tipo
Il (Bryson et al., 1979). Ja foram reportadas infec¢cdes no tecido nervoso (nervo
olfatério) apos inoculagcédo intranasal do virus em camundongos (Mori et al.,
1996).

Quando os virus PIV-3 infectam as células hospedeiras, ocorre uma

diminuicdo na atividade mitética das mesmas depois de decorridas 24 horas do
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contato com o agente. A primeira mudanca morfolégica observada em culturas
de célula de tecidos respiratérios humanos inoculados com o virus é,
geralmente, o arredondamento focal e o aumento do tamanho do citoplasma e
nucleo (Craighead, 1968). Outras mudancas que podem ser observadas sao a
presenca de vacuolos citoplasmaticos simples ou multioculares, inclusdes
celulares basofilicas ou eosinofilicas e formacdo de células gigantes
multinucleadas (Collins et al., 1996).

Além dessas alteragbes, estes virus normalmente provocam
apoptose em culturas de células de tecidos respiratérios (He et al., 2001).

A destruicdo provocada pela infeccdo no tecido é focal e branda,
desaparece rapidamente e pode néo ser detectada. Quando branda, na maioria
das vezes desencadeia no hospedeiro bronquiolite, bronquite e edemas
pulmonares (Carpenter et al., 1998). Uma exce¢ao ocorre em hospedeiros
imunocomprometidos, onde a infeccao pelo virus PIV-3 pode desencadear uma
forte pneumonia e levar o hospedeiro a morte. A severidade desse tipo de
infeccdo tem sido identificada em criangcas e nao em adultos (Tremonti et al.,
1968).

Em animais imunodeprimidos o virus bPIV-3 é capaz de causar
pneumonia intersticial, afetando o lobo cranial do pulmdo. Essas lesbes
pulmonares podem ser bilaterais, havendo focos de colapso e consolidagcéo do
paréngquima no lobo cranio-ventral (Kapil & Basaraba, 1997).

Algumas estruturas das células hospedeiras apresentam papel
fundamental para a patogenia viral. A actina e o0 citoesqueto celular sao

necessarios durante os processos infecciosos, ja que estas sao utilizadas pelo
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PIV-3 na movimentacdo de suas glicoproteinas pela superficie das células
infectadas. Além dessas, 0s microtubos celulares sdo necessarios para que 0S
virus PIV-3 tenham uma liberacdo eficiente apdés maturacdo nas células (Bose
et al., 2001). Outras estruturas néo celulares e que fazem parte do mecanismo
de patogenia viral sdo as glicoproteinas HN e F que tiveram suas funcdes
anteriormente descritas, sendo responsaveis pela fusdo do virus com a
membrana celular hospedeira. As fusBes apresentam diferentes cinéticas,
dependendo exclusivamente da interagdo virus-célula e célula-célula apods

infeccdo (Moscona & Peluso, 1992).

2.10. Sindromes clinicas dos PIV-3

Os PIV-3 estdo sendo associados a sindromes clinicas diferentes
gue podem ser consideradas como especificas para cada hospedeiro, mas que
encontram forte correlacdo, principalmente, com a idade dos individuos
infectados.

As mais importantes sdo: em humanos a laringotraqueobronquite
aguda (Crupe), bronquiolite, tragueobronquite e pneumonia e em bovinos a

febre dos transportes, bronquiolite, broncopneumonia e abortos.

2.10.1. Laringotraqueobronquite aguda (Crupe)

Aproximadamente, 10 a 25% dos casos de infecgdo respiratéria do
trato inferior em criangcas com até cinco anos de idade sdo desencadeadas por
essa sindrome (Murphy et al., 1980, Denny et al., 1983, Denny & Clyde, 1986,

Henrickson et al., 1994, Linquist et al., 1997).
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Os PIVs humanos tém sido identificados em aproximadamente 56 a
74% do total desses casos, sendo o hPIV-3 responsavel em média por mais de
10% das infecgbes em criancas (Hambling, 1964). Outros virus que infectam
criangcas como o RSV, virus influenza A e B, bem como infec¢des bacterianas
secundarias por Mycoplasma spp. podem estar associados com a sindrome
(Peltola et al., 2002). Em adultos, o hPIV-3 é o0 agente etioldgico mais
fortemente associado a sindrome (Won et al., 2000).

Os principais sinais clinicos encontrados nos individuos incluem

febre, tosse ou rouquidao, obstrucao da laringe e inspiragédo estridente.

2.10.2. Bronquiolite

Aproximadamente 25 a 30% dos casos de infecgdo respiratéria do
trato inferior na infancia sdo diagnosticados como bronquiolite sendo que em
81% dos casos o pico de incidéncia ocorre no primeiro ano de vida, declinando
drasticamente até desaparecer durante a idade escolar. Acreditava-se que
menos de 90% dos casos de bronquiolite fossem de origem viral, entretanto
alguns trabalhos estimaram que até 83% dos casos de bronquiolite possam ser
provocados por virus (Murphy et al., 1980; Denny & Clyde, 1986).

Destes, o mais comum é o hPIV-3 que é responsavel por
aproximadamente 10 a 15% das bronquiolites causadas em criangas né&o
hospitalizadas. Os principais sinais clinicos encontrados nos individuos incluem
febre, respiracdo ofegante, taquipnéia, retracdo e criptagcdo (Denny et al.,

1983).
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2.10.3. Pneumonia

A pneumonia é diagnosticada em aproximadamente 83% das
criangcas com menos de 5 anos de idade que s&o hospitalizadas com infec¢des
respiratorias do trato inferior e em 23% dos pacientes ndo hospitalizados que
sao tratados. O pico de incidéncia da pneumonia ocorre no segundo ou terceiro
ano de vida. O diagnéstico é realizado clinicamente pelo aparecimento de
sinais classicos como febre e criptacdo, além de evidéncias de consolidacao
pulmonar em exame fisico com raio X (Murphy et al., 1980, Belshe et al.,1983,
Jennings et al., 1985, Denny & Clyde, 1986; Kellner et al., 1988).

Em criangas hospitalizadas no primeiro ano de vida, cerca de 90%
acabam desenvolvendo pneumonia causada por viroses, sendo o restante dos
casos atribuidos a doencas cronicas (Murphy et al., 1981, Korppi et al., 1986,
Denny & Clyde, 1986, Nohynek et al., 1991; Hortal et al.,1994).

Essa percentagem diminui para aproximadamente 50% quando
criancas com idade escolar sdo hospitalizadas com suspeita de infeccdes
respiratorias do trato inferior (Jennings et al., 1985, Korppi et al., 1986; Denny &
Clyde, 1986).

Em adultos, constatou-se uma diminuicdo no niumero de casos de
pacientes com sintomas classicos de pneumonia de etiologia viral, nao
passando de cerca 12% do total (Greenberg, 1991, Dowell et al., 1996, Drews
et al., 1997; Marx et al., 1999). Individuos imunocomprometidos podem
desenvolver pneumonia, sendo o hPIV-3 o responsavel por cerca de 10% dos

casos em pacientes hospitalizados (Fiore et al., 1998).
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2.10.4. Traqueobronquite

Pacientes com sinais de respiracdo baixa e sintomas que nao se
enquadram em nenhuma das trés sindromes acima citadas tém o diagndstico
de tragueobronquite. Também sdo muito comuns sintomas como tosse, grande
ruido ao respirar e ronquiddo, mas poucos individuos ainda podem ter febre.
Aproximadamente 20 a 30% das criangas com infecc¢des respiratérias do trato
inferior ttm o diagnostico de traqueobronquite. A incidéncia é inferior nos
primeiros cinco anos de vida, mas em criangas com idade escolar e em
adolescentes, a tragueobronquite € comumente diagnosticada de maneira
uniforme entre os individuos e na maioria das vezes apresenta etiologia viral.
Em mais de 25% dos casos de tragueobronquiolite, a causa principal é a

infecgdo causada por PIVs, sendo hPIV-3 o mais comumente identificado

(Denny & Clyde, 1986).

2.10.5. Febre dos transportes, bronquiolite, broncopneumonia e abortos
Os bPIV-3 apresentam importancia consideravel no cenario mundial,
pois provocam infec¢des respiratorias assintomaticas nos rebanhos, sendo
esta conhecida como febre dos transportes. Este quadro foi primeiramente
relatado no hemisfério norte em bovinos estressados devido ao transporte que
ocorria em condi¢Bes climéticas desfavoraveis, além de animais criados de
forma intensiva em ambientes pouco ventilados (Kapil & Basaraba, 1997). Os
principais sinais clinicos relatados em animais que apresentam quadro clinico
de febre dos transportes sé@o tosse, descarga nasal serosa, hipertemia,

anorexia, dispnéia, depressdo, perda de peso e, em casos mais graves,
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pneumonia (Radostits et al., 1994). Nas infec¢cdes provocadas pelo bPIV-3 é
comum ocorrer associagdo com outros virus, como por exemplo, virus
respiratorio sincicial bovino (BRSV), herpesvirus bovino tipo 1 (BHV-1), virus da
diarréia viral bovina (BVDV) e coronavirus respiratério bovino (BRCV) (Kapil &
Basaraba, 1997), além de bactérias como Pasteurella haemolytica e
Mycoplasma bovirhinis (Radostits et al., 1994). Quando estes eventos ocorrem,
0S animais podem apresentar broncopneumonia (Bailly et al., 2000). Em
animais inoculados experimentalmente por Kapil & Basaraba (1997), foi
observada, ap6s 2 a 4 dias, sintomatologia de bronquiolite, bronquite e a
presenca de exsudatos celulares no limen bronquiolar.

O DbPIV-3 também tem sido relacionado a casos de aborto em
bovinos (Sattar et al., 1965) devido a sua capacidade de desenvolver lesGes
nos fetos e induzir a formacao de anticorpos nos fetos, apds inoculacao intra-

uterina de algumas cepas virais (Swift & Kennedy, 1972).

2.11. Imunidade contra os PIV-3

Embora a resposta imune das espécies infectadas pelo virus PIV-3
venha sendo amplamente estudada, foi apenas nas Ultimas décadas que o0s
pesquisadores compreenderam 0S mecanismos responsaveis. Antigamente,
acreditava-se que a resposta imune celular contra as infecgbes virais
provocadas pelo virus PIV-3 era mediada basicamente pela ativacdo do
sistema complemento e por células. Estudos in vitro comprovavam que os PIV-
3 ativavam diretamente os componentes inicias da cascata do complemento,

nao necessitando de anticorpos para realizar tais fungbes. Constatou-se,
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assim, que o complemento interagia diretamente com os receptores das células
hospedeiras infectadas pelo virus e que a neutralizacdo viral direta ocorria
devido a formagdo do complexo de ataque a membrana (MAC) desencadeado
pelo complemento, rompendo os envoltérios virais (Vasantha et al., 1988).
Além disso, foi constatado que células importantes nos mecanismos de
imunidade celular sdo utilizadas contra o PIV-3 durante os processo de
replicacdo viral (Liggitt et al., 1985). Destas podemos destacar os macrofagos e
monaocitos que estdo presentes no trato respiratério do hospedeiro, sendo
responsaveis pelo controle das infeccbes bacterianas, além de servirem de
células acessorias para a estimulagdo da proliferagdo de linfécitos (Abbas et
al., 2000 ).

Atualmente vem sendo demonstrado que, além destas, a defesa do
hospedeiro contra as infec¢des virais provocadas pelo virus PIV-3 também é
mediada pela resposta imune humoral por anticorpos direcionados contra as
duas glicoproteinas de superficie HN e F. Individuos humanos recém-nascidos
apresentam anticorpos neutralizantes contra o virus, oriundos da amamentacgao
materna, cujo titulo diminui jA nos primeiros seis meses de vida (Kasel et al.,
1984; Springs et al., 1987), enquanto que em bezerros a imunidade é adquirida
através do colostro e perdida quando os terneiros atingem 2 meses de idade,
tornando-os suscetiveis a infeccéo (Kapil & Basaraba, 1997).

A diminuicdo do nivel sérico destes anticorpos possivelmente seja a
causa das infeccbes em dois tercos das criancas ja no primeiro ano de vida,
desenvolvendo doenca sintomatica em apenas um terco delas. Infeccdes

recorrentes sdo necessarias para que o sistema imune do hospedeiro (tanto
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humano, quanto bovino) possa desenvolver maior protecdo contra o agente.
Em humanos o aumento da protecdo contra reinfeccbes ocorre mais
rapidamente depois dos trés anos de vida, enguanto que nos bovinos a
imunidade conferida pela primeira infeccéo viral ndo € duradoura, tornando os
animais suscetiveis a reinfeccées depois de alguns meses (Murphy et al.,
1999).

Entretanto, 0os mecanismos da resposta imune mediados por
anticorpos anti-hPIV-3, mais especificamente pela producéo da imunoglobulina
E (IgE), pode contribuir para o agravamento do quadro clinico da doenca em
criangas, juntamente, com a producgédo exagerada de histamina (Welliver et al.,
1982). A maior parte das respostas por anticorpos parecem ser mediada por
IgG, sendo que 30% de humanos adultos apresentam aumento nos niveis de
1gG3, IgG4 e IgA secretoria (Julkunen et al., 1985).

Durante ou pouco tempo apos uma infeccdo por hPIV-3 pode ser
observada a producéo de anticorpos IgM (Van Der Logi et al., 1982). A IgA
secretOria apresenta um papel importante, mas ndo definitivo, na protecao

contra infec¢Bes naturais ocasionadas pelos virus PIVs (Welliver et al., 1982).

A resposta imune mediada por linfocitos T citotdxicos parece ser
também importante no combate a esse tipo de processo infeccioso
(Henderson, 1979, Kimmel et al., 1982; Hou et al., 1992), sendo diretamente
direcionada contra as proteinas HN, P e NP do virus (Dave et al., 1994; Cole et
al., 1994).

Recentemente, foi demonstrado que células T CD4 e CD8 foram

capazes de produzir muitos mediadores inflamatérios, chamados de citocinas.
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Interleucina 2 (IL-2), Interleucina 6 (IL-6), Interleucina 10 (IL-10), Interferon
gamma (IFN-y) e Fator de Necrose Tumoral (TNF) foram detectados nos
pulmdes de pacientes infectados pelo virus hPIV-3. Estas citocinas apresentam
a capacidade de diminuir a resposta proliferativa das células Thl, além de
ajudar na protecado das mesmas contra a apoptose mediada pelo virus. O IFN-y
pode dificultar a transcricdo primaria do PIV-3 da mesma forma que o virus
pode dificultar o caminho dos mediadores das células T, dificultando com isso a
expressdo de antigenos virais pelo complexo maior de histocompatibilidade de

classe Il (MHC de classe Il) (Gao et al., 2001).

2.12. Deteccao laboratorial dos PIV-3
2.12.1. Coleta e espécimes clinicos

A coleta dos espécimes clinicos, utilizados para isolamento e
diagnostico das infecgBes respiratérias causadas pelo PIV-3s, deve ser
realizada de preferéncia durante a fase aguda da doenca. O método utilizado
para a coleta depende exclusivamente das células que serdo utilizadas para o
isolamento, do método de diagnéstico empregado, da idade do paciente e do
estado geral desse paciente.

Estudos realizados para avaliar os melhores métodos de coleta de
espécimes clinicos para fins diagndsticos demonstraram alto indice de
recuperacdo do hPIV-3, apos coleta de suabes nasais e aspirados nasais (Hall
et al., 1977; Wong et al., 1982), sendo estes espécimes clinicos recomendados
para isolamento viral em criancas. Como o virus PIV-3 replica-se,

primeiramente, em células da naso e orofaringe, estas tém sido recomendadas
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para a realizacdo do diagnostico dessas infeccdes. Além desses espécimes
também podem ser utilizados suabes de garganta, suabes nasofaringeais e
lavados nasais (Marks et al., 1971, Hall et al., 1977, Shimokata et al., 1981,
Glezen et al., 1984; Frayha et al., 1989).

Para o isolamento viral de bPIV-3 sdao comumente utilizadas
amostras virais de suabes nasais, faringeais, aspirados traqueais ou lavados
pulmonares. Também foram realizados isolamentos virais de amostras
retiradas das vias respiratdrias durante a necropsia de bovinos (Rebhun et al.,

1995).

2.12.2. Diagnéstico virolégico de infec¢gdes causadas por PIV-3

Inimeros métodos sdo empregados para o diagndstico viroldgico de
infecgbes causadas por hPIV-3 e bPIV-3, sendo a maior parte deles realizada
através do isolamento viral em cultivo celular, pela identificacdo de antigenos
virais sobre secre¢cdes ou tecidos de animais (hemaglutinagéo,
imunofluoréscencia direta e imunoperoxidase), ou ainda no caso do hPIV-3,
pelo emprego de métodos moleculares de diagnadstico.

A prova da hemaglutinacdo (HA) tem sido utilizada ha muitos anos
como método para deteccdo da presenca de PIV-3s em laboratério, sendo
realizada diretamente dos isolados virais presentes na monocamada de
cultivos de tecidos na presenca de hemacias de cobaio (Canchola et al., 1964,
Canchola et al., 1965; Herrmann & Hable, 1970).

A imunofluorescéncia direta (IFD) tem sido utilizada com sucesso

para o diagnostico virologico rapido das infeccbes respiratorias causadas pelos
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hPIV-3s, quando se busca a identificacdo de antigenos virais em secrecdes e
tecidos. Este método € mais rapido e seguro comparado ao da HA (Collins et
al., 1996).

Outra prova que merece destaque, conhecida como
imunoperoxidase (IPX), pode ser utilizada como uma ferramenta de triagem
nas suspeitas de contaminacdo pelos PIV-3s em cultivos celulares,
apresentando baixo custo para o laboratério. Até o presente momento, ndo ha
estudos mencionando o uso da mesma para os PIV-3. As provas de IFD e IPX
sdo baseadas exclusivamente na ligagdo antigeno-anticorpo, podendo a
sensibilidade e especificidade no caso da IFD, ser teoricamente aumentada
guando utilizados anticorpos monoclonais antigeno-especificos (Waner et al.,
1985).

Embora um pouco mais demorado que as outras técnicas sugeridas
para a realizagdo do diagnéstico rapido das infec¢des causadas pelos PIV-3s,
o isolamento viral continua sendo amplamente utilizado e considerado como
padrdo-ouro (Warner et al., 1999). Este fornece o diagndstico conclusivo
dessas infec¢Oes através da utilizacdo de diferentes linhagens celulares, tendo
as células um papel importante na sensibilidade do método. As células mais
comumente empregadas séo as de linhagem MDBK para fins de isolamento de
bPIV-3 e células de linhagem PMK, LLC-MK2 ou Vero para o isolamento de
hPVI3 (Hierholzer et al., 1993). A deteccao desses virus em cultivos celulares
ocorre pela visualizacdo do efeito citopatogénico (ECP) caracteristico com a
formacao de sincicios, arredondamento celular e a presenca de corpusculos de

inclusao intra-citoplasmaticos. A presenc¢a do ECP nos cultivos celulares, apos
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inoculagdo viral, varia entre os PIV-3s, sendo necessarios aproximadamente
trés dias para evidenciar o ECP provocado pelo bPIV-3 e até quatro ou cinco
dias para algumas cepas de hPIV-3 (Goncgalves et al., 2003; Vainionpaa &

Hyypia, 1994).

2.12.3. Diagnéstico soroldgico de infec¢gdes causadas pelo PIV-3
O diagnéstico sorologico das infecgbes provocadas pelos PIV-3s
€ baseado na deteccdo pareada de anticorpos I1gG e IgM, sendo realizado
através de técnicas como: ELISA, inibicio da hemaglutinagéo,
soroneutralizacdo e, raramente, por radioimunoensaio, Western blot e fixac&do
do complemento (Henrickson, 1991). O desenvolvimento de anticorpos
heterdlogos durante as infecgbes provocadas pelos diferentes subtipos de PIVs
e outros virus como o da caxumba produzem reacdo cruzada em alguns
reagfes soroldgicas, dificultando a sua interpretacdo (Vainionpéa et al., 1994).
Estes sdo problemas persistentes e de dificil resolucdo para o diagndstico
soroldgico nos laboratérios (Chanock et al., 1958, Chanock et al., 1958, Lenette
et al., 1963; Frankova et al., 1988).
A maioria dos laboratorios, que realiza o diagnéstico sorolégico das
infeccbes provocadas por hPIV-3 e bPIV-3, utiliza reagbes do tipo ELISA
(Vuorinen & Meurman, 1989) e a inibicdo da hemaglutinacdo (Waner, 1999),

respectivamente.
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2.12.3.1. Ensaios Imunoenzimaticos (ELISA)

Atualmente, os ensaios imunoenzimaticos do tipo ELISA tém sido
amplamente utilizados no diagnéstico sorologico das infecdes causadas pelos
PIV-3s. Apresentam alta sensibilidade e especificidade, quando comparados
com outras técnicas soroldgicas, por exemplo HI, além de serem de facil
execucao e possibilitarem o processamento de inldmeras amostras ao mesmo
tempo (Assaf et al, 1983). Existem ensaios do tipo ELISA indireto que foram
desenvolvidos para o diagndstico sorolégico de hPIVs  (Julkunen, 1984;
Vuorinen & Meurman, 1989) e para o diagndstico das infec¢bes causadas por
bPIV-3 (Graham et al. 1998; Graham et al, 1999; Gongalves et al., 2003). Além
destes, tem sido reportada a utilizacdo de técnicas de ELISA por competicdo
que proporcionam aumento da especificidade pela utilizagdo de anticorpos

monoclonais (Wanner, 1999).

2.12.3.2. Inibicdo da Hemaglutinacao (HI)

A técnica de HI foi descrita por Carbrey (1971), sendo baseada na
propriedade de aglutinacdo de hemacias por certos virus. Quando anticorpos
presentes no soro de amostras reconhecem epitopos da glicoproteina HN
presentes no envelope viral dos PIV-3s, ocorre a ligagcdo desse anticorpo com
esse antigeno viral. Isto impede que a particula viral se ligue aos receptores
especificos das hemacias para a HN, provocando o fenbmeno conhecido como
inibicdo da hemaglutinagdo. Esta técnica tem sido principalmente empregada
para diagnostico das infec¢cBes respiratérias causadas pelo bPIV-3, por se

tratar de um método relativamente rapido e barato. Assim como muitos testes
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sorolégicos, ela pode apresentar reatividade cruzada com anticorpos
inespecificos, sendo necessario que as amostras de soro sejam submetidas a

um tratamento prévio com 25% de caolim (Joo et al, 1976).

2.12.3.3. Soroneutralizagdo (SN)

As reacdes de soroneutralizacao (SN) detectam somente anticorpos
neutralizantes do virus. S&o consideradas muito sensiveis para a deteccao de
anticorpos contra os virus parainfluenza hPIV-3 (Schmidt et al., 1989). A
reacao de SN para a pesquisa de anticorpos contra o bPIV-3 foi desenvolvida e
utilizada por Kapil & Basaraba (1997). Comparada com a HI ou com ensaios
imunoenziméticos, a SN é mais trabalhosa e muito demorada, pois 0s

resultados definitivos sdo somente obtidos apds seis dias (USDA, 1993).

2.12.4. Diagnostico molecular

Métodos moleculares tém sido amplamente utilizados para a
deteccdo e identificacdo dos hPVI3. Entre estes, a técnica de RT-PCR vem
sendo descrita em varios estudos, que demonstram ser sensiveis e especicos
ficos (Karron et al., 1994, Fan, 1996, Freymuth et al., 1997, Eugene-Ruellan et
al., 1998; Echevarria et al., 2000).

Entretanto, até o presente momento, ndo foi desenvolvida uma
técnica para o diagnéstico do bPIV-3 por RT-PCR. Como estes virus sao
constituidos por um genoma de RNA é necessario que, antes da reacdo em
cadeia da polimerase (PCR), seja feita uma reacéo de transcricédo reversa (RT-

PCR), dai essa denominacdo. Na RT-PCR, para fins de detec¢do dos hPIV-3,
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tém sido utilizados oligonucleotideos com sequiéncias mais conservadas dos
genes estruturais do hPIV-3 que codificam a proteina Hemaglutinina (HN)
(Karon et al, 1994; Fan & Henrickson, 1996) e a proteina de Fusado (Waner,
1999). Existem, atualmente, inUmeras variantes dessa técnica como a RT-PCR
multiplex, descrita primeiramente em 1995 e a RT-PCR hexaplex (Fan et al.,
1998), capazes de detectar varios agentes virais presentes no mesmo
espécime clinico. Estas técnicas apresentam sensibilidade e especificidade
comparaveéis as do cultivo celular do virus (Yao et al., 1997, Henrickson,1998,
Fan et al., 1998, Barenfranger et al., 2000; Liolios et al., 2001).

Outros métodos moleculares que utilizam sondas de DNA virus-
especificas para a analise direta de RNA dos PIVs, como as técnicas de
Northern e dot blot, estdo sendo utilizadas em nivel de pesquisa; entretanto,
sado bastante demoradas e proporcionam resultados menos uniformes e
sensiveis, quando comparados a outros métodos com fins diagndésticos
(Henrickson et al., 1997).

No Brasil, até o presente momento, ndo foram desenvolvidos testes
moleculares para o diagnostico de infec¢des causadas pelo bPIV-3. Assim, no
presente trabalho, é descrito o desenvolvimento de uma técnica de RT-PCR
capaz de realizar a deteccao rapida do bPIV-3, utilizando-se amostras de bPIV-

3 e hPV-3 de diferentes procedéncias.
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral
- Estabelecer técnicas moleculares para a deteccéo e caracterizacdo dos virus

parainfluenza tipo 3, em nosso meio.

3.2. Especificos

- Desenvolver e padronizar uma técnica de RT-PCR capaz de detectar o bPIV-
3 e hPIV-3.

- Realizar o sequenciamento do gene hemaglutinina-neuraminidase (HN) da
primeira amostra de bPIV-3 isolada no Rio Grande do Sul e compara-la com

outras cepas de bPIV-3 e hPIV-3 disponiveis no GenBank.



43

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Local

Os experimentos com os virus bPIV-3 foram realizados no
Laboratério de Virologia da FEPAGRO Saude Animal - Instituto de Pesquisas
Veterinarias Desidério Finamor (IPVDF), enquanto que 0s experimentos com 0s
virus hPIV-3 foram realizados no Laboratério de Virologia do Departamento de

Microbiologia do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude (ICBS-UFRGS).

4.2. Células

Para multiplicacéo e titulacdos viral foram utilizadas células renais de
bovino da linhagem "Madin-Darby Bovine Kidney" (MDBK, ATCC, CCL-22). As
células MDBK foram cultivadas em Meio Essencial Minimo de Eagle (EMEM —
GIBCO), suplementado com 8% de Soro Fetal Bovino (SFB; GIBCO) e 0,001% de
enrofloxacina (Baytril, Bayer). As células foram tripsinizadas sempre que atingiam

100% de confluéncia (48-72 horas), segundo métodos usuais (Butler et al., 1992).
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4.3. Amostras virais
4.3.1. Amostra referéncia

Neste estudo, foi utilizada como amostra referéncia do virus bPIV-3 a
cepa SF-4 (Bailly et al., 2000). Essa amostra foi obtida originalmente do National
Veterinary Laboratories Service (EUA), sendo gentilmente cedida pela Dra. Silvia
Sardi da UFBA ao Laboratério de Virologia do IPVDF, apds a quarta passagem

em células MDBK.

4.3.2. Amostras virais humanas

Para o isolamento e detec¢do do virus hPIV-3, foram utilizadas 10
amostras de origem humana que foram gentiimente cedidas pela Ms. Selir
Straliotto (Laboratério Central do Estado do Rio Grande do Sul - LACEN-RS). As
mesmas foram, previamente, diagnosticadas como positivas para a presenca de

hPI1V-3 por Imunoflurescéncia direta (Chemicon).

4.3.3. Amostras virais bovinas

Neste estudo, foram utilizadas trés amostras de bPIV-3, sendo duas
delas, DIO e PG1775, oriundas de secrecdes nasais de bovinos caracterizadas
previamente (Goncgalves et al., 2003; Silva et al., 2002). A terceira amostra, CRIB,
utiizada no estudo era oriunda de um cultivo de células inadvertidamente

contaminado e isolada no Laboratorio de Virologia do IPVDF.
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4.3.4 Amostras de outros virus

Para avaliar a especificidade da técnica de RT-PCR, foram utilizadas
duas amostras virais isoladas de aspirados nasais humanos (1 amostra de hPIV-1
e 1 amostra de hPIV-2) identificadas por IFD no LACEN/RS. Também foram
utilizadas trés diferentes amostras virais: uma amostra vacinal do virus da
cinomose canina (Lederle) gentilmente cedida pelo Laboratério VETSUL, uma
amostra de herpesvirus bovino tipo-1 (BHV-1) (LA), gentilmente cedida pelo
Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria, Balcarce, Argentina e uma do
virus da influenza equina (H2N2) gentilmente cedida pela Dr(a). Marilda Siqueira
da Fundacéo Osvaldo Cruz (FIOCRUZ/RJ).

As amostras virais utilizadas estao listadas na Tabela 3.

4.4. Isolamento viral em cultivos celulares

Placas de cultivo celular de 6 pocos contendo monocamadas de
células MDBK (com 90% de confluéncia ap6s 24 horas de cultivo) foram
inoculadas com volumes de 50uL/po¢co de cada espécime viral. As células foram
cultivadas em meio EMEM - (GIBCO) sem soro fetal bovino e 0,001% de
enrofloxacina (Baytril, Bayer). Na mesma placa, foram incluidos, como controles,
cultivos onde ndo foram inoculadas amostras virais. Depois de inoculadas, as
placas foram mantidas a 37 °C em atmosfera de 5% CO, por 72 horas até que
fosse evidenciado o efeito citopatico (ECP). A leitura das placas foi realizada em
microscopio invertido (NIKON — TMS - Japan). Quando os cultivos apresentavam
cerca de 90 % de ECP, as placas foram congeladas por 1 hora a —70 °C e depois

descongeladas. Os sobrenadantes foram coletados e 1mL de cada amostra foi
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clarificada por centrifugacédo (Multispeed Refrigerated Centrifuge PK 121R - ALC)
a 2000 x g por 20 minutos a 4 °C. Os sobrenadantes foram coletados e separados

em tubos contendo 1mL cada e estocados a —70 °C.

Tabela 3 — Relacdo das amostras virais utilizadas neste estudo, com a espécime

clinico, local e ano de isolamento.

Identificacdo Espécime clinico Virus Método de Triagem Local / Ano
DIO? Secrec¢do nasal de bovino bPIV-3 HA RS-Brasil, 2002
PG1775° Secrec¢do nasal de bovino bPIV-3 HA GO-Brasil, 2002
CRIB? Cultivo celular bPIV-3 HA RS-Brasil, 2003
VR 01° Aspirado nasal humano hPIV-3 IFD RS-Brasil, 2002
VR 03¢ Aspirado nasal humano hPIV-3 IFD RS-Brasil, 2002
VR 04° Aspirado nasal humano hPIV-3 IFD RS-Brasil, 2002
VR 45° Aspirado nasal humano hPIV-3 IFD RS-Brasil, 2002
VR 281° Aspirado nasal humano hPIV-3 IFD RS-Brasil, 2002
VR 321° Aspirado nasal humano hPIV-3 IFD RS-Brasil, 2002
VR 353° Aspirado nasal humano hPIV-3 IFD RS-Brasil, 2002
VR 357°¢ Aspirado nasal humano hPIV-3 IFD RS-Brasil, 2002
VR 359°¢ Aspirado nasal humano hPIV-3 IFD RS-Brasil, 2002
VR 364° Aspirado nasal humano hPIV-3 IFD RS-Brasil, 2002
hPIV-1° Aspirado nasal humano hPIV-1 IFD RS,Brasil 2002
hPIV-2°¢ Aspirado nasal humano hPIV-2 IFD RS, Brasil, 2002
Lederle® Vacina CCV IPX RS, Brasil
EIV® Cepa referéncia EIV RT-PCR RJ, Brasil
LA IBR BHV PCR Balcarce,
Argentina

a — Instituto de Pesquisas Veterinarias Desidério Finamor, Eldorado do Sul / RS, Brasil
b — Amostra isolada no IPVDF, proveniente do municipio de Nova Caxias / GO, Brasil
¢ — Laboratério Central do Estado do Rio Grande do Sul (LACEN / RS)

d — Laboratério VETSUL

e - Fundacéo Osvaldo Cruz (FIOCRUZ/RJ)

f — Instituto Nacional de Tecnologia Agropecudria, Balcarce, Argentina
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4.5. Estoques virais

A amostra referéncia, bem como as amostras anteriormente isoladas
dos virus bPIV-3 e hPIV-3, tiveram seus estoques obtidos por passagem em
cultivo celular. Células de linhagem MDBK com 24 horas de cultivo celular
apresentando 90% de confluéncia foram inoculadas com 300uL de cada amostra
viral, com multiplicidade de infec¢cao entre 0,1 e 1,0 doses infectantes, sendo
incubadas a 37°C por 72 horas ou até que o efeito citopatogénico (ECP) fosse
evidenciado com 90% de destruicdo da monocamada celular. Os sobrenadantes
obtidos foram coletados e clarificados por centrifugacao (Multispeed Refrigerated
Centrifuge PK 121R - ALC) a 2000 x g por 20 minutos, sendo sobrenadante

resultante do centrifugado coletado em um tubo e estocado a —70°C.

4.6. Titulacao viral

Os estoques virais foram titulados segundo o método descrito por
Carbrey et al. (1971), adaptado para microplacas. Em placas de 96 pocos foram
distribuidos 50uL/poco de cada amostra viral diluida de 10 a 10" em meio EMEM
sem soro, em quadruplicata. Em seguida foram aplicados 50uL de uma
suspensdo contendo de 1 - 2x10* células/poco, sendo as placas incubadas a
37°C em atmosfera de 5% de CO, por 72 horas, até que fosse evidenciado o ECP
por microscopio invertido de contraste de fase (NIKON — TMS - Japan). Foi
determinado como titulo, a reciproca da maior diluicdo onde foi ainda observada a

presenca de ECP. Os titulos foram expressos em DICCsg por poco.
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As amostras virais também foram tituladas pela técnica de
Hemaglutinacdo (HA) e as amostras do bPIV-3 submetidas a técnica de

Imunoflurescéncia Direta (IFD).

4.7. Hemacias de cobaio

Para o teste de hemaglutinacdo (HA), foram coletadas, por puncéo
intracardiaca, hemécias de cobaio em solucdo de Alsever. As mesmas foram
lavadas por trés vezes em PBS pH 7,2 e diluidas 1:120 em PBS-BSA 0,1% pH
7,4, segundo descrito por Gongalves et al. (2003). As especificacdes do método e

o preparo das solu¢des encontram-se no item 9.1.

4.8. Teste de hemaglutinacao (HA)

Para a técnica de HA, foi utilizada como controle de antigeno a amostra
referéncia, primeiramente titulada em triplicata (1:16), além do controle de
hemacias. Em microplacas de fundo em “V” foram realizadas diluic6es seriadas (a
base 2) da amostra viral (a partir da diluicdo 1:2) em PBS-BSA 0,1% pH 7,4.
Hemécias de cobaio, previamente lavadas e diluidas a 1:120 em PBS-BSA 0,1%
pH 7,4, foram acrescentadas a placa, sendo estas incubadas por 60 minutos a
37°C, conforme descrito por Gongalves et al. (2003). Os titulos das amostras
virais, em unidades hemaglutinantes (UHA), foram expressos como a reciproca
da maior diluicdo que causou hemaglutinacdo completa nas heméacias de cobaio

(Fao, 1990).
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4.9. Estabilidade do bPIV-3

Apoés a titulagcdo, trés criotubos contendo cada um aproximadamente
2,0 mL da amostra referéncia foram utilizados para testar a estabilidade do virus
bPIV-3 frente a diferentes condicdes de temperatura de estocagem. Estes
criotubos foram estocados as temperaturas de 4°C, —20°C e —70°C durante sete
dias consecutivos. As amostras estocadas a —20°C e —70°C foram descongeladas
em banho-maria (BIOPAR) a 37°C durante 3 minutos e, juntamente com a
amostra viral da geladeira, foram tituladas em células e pela técnica de HA como

descrito nos itens 4.6 e 4.8, respectivamente.

4.10. Teste de imunoperoxidase (IPX)

Para a padronizacao da IPX foram cultivadas, em garrafas plasticas de
25 cm?®, células MDBK em EMEM (GIBCO) suplementado com 8% de SFB
(GIBCO). As células foram tripsinizadas sempre que atingiam 100% de confluécia
(cerca de 48 horas) e sua concentracdo ajustada para 1-2 x 10° células com
EMEM (GIBCO) suplementado com 5% de SFB (GIBCO). Em microplacas de 96
orificios de fundo “U” foram inoculados 50uL da amostra viral de referéncia com
concentracdo de 10*"> DICCs por pogo. Posteriormente foram adicionados 50
uL/poco de células previamente tripsinizadas, seguido de incubacédo em estufa a
37°C em atmosfera de 5 % de CO, por 72 horas ou até que fosse evidenciado
50% de ECP na monocamada celular. Depois de verificada a presenca de ECP, o
sobrenadante foi desprezado e a microplaca secada em estufa a 37°C.
Posteriormente, a microplaca foi congelada a — 70°C por 1 hora, descongelada

por 10 minutos a temperatura ambiente e fixada com 50 pulL/poco de
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paraformaldeiodo 4 % (item 9.1) durante 10 minutos. A microplaca foi lavada por
trés vezes com 100 ulL/pogo de PBS/Tween-20 (item 9.1), sendo adicionados
50uL/poco do “pool” de soros bovinos contendo anticorpos contra bPIV-3
(gentiimente cedido pelo Dr. Franz Rijsewijk da ID-Lelystad, Lelystad, Holanda).
Este soro foi testado nas diluicdes de 1:100, 1:500, 1:1000 e 1:1500 em soluc¢éo
de diluicdo (item 9.1). Foram adicionados 50 ulL/poc¢o de cada diluicdo do soro
bovino e a placa incubada a 37 °C por 1 hora. ApoOs trés lavagens com 100
uL/poco de PBS/Tween-20 foram adicionados 50 ulL/po¢co de um conjugado
contendo anti-lgG de bovino desenvolvido em carneiro testado nas diluicdes de
1:200, 1:400, 1:800, 1:1600 e 1:3200 em solucéo de diluicdo, sendo a microplaca
incubada nas mesmas condi¢cdes anteriormente citadas. Apés a incubacédo foram
realizadas mais trés lavagens conforme descrito acima, acrescentando-se
50uL/poco da solucdo de revelacdo (item 9.1), sendo a microplaca incubada a
temperatura ambiente por 15 minutos. Posteriormente, a solugao de revelacao foi
desprezada, a placa seca a temperatura ambiente, sendo a leitura realizada em
microscopio invertido (NIKON — TMS — Japan) com aumento de 100X.

Para a padronizagéo da técnica de IPX foram escolhidas as diluicdes
finais para o soro bovino positivo de 1:1000 e para o conjugado anti-lgG de
carneiro de 1:400. A sensibilidade foi avaliada pela diluicdo da amostra referéncia
SF-4 em triplicata, como descrito no item 4.6, apresentando titulo viral de 10*?°
DICCs. Para realizacdo desse experimento, foi utilizado como controle negativo
células ndo inoculadas.

Para avaliar a especificidade, foram inoculadas diferentes amostras

virais em células MDBK conforme descrito acima. Utilizou-se quatro amostras
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virais de herpesvirus bovino (EVI 99, EVI 88, EVI 100 e EVI 123), uma amostra
viral de herpesvirus de bufalo (BuHV 16), ambas isoladas pela equipe do
Laboratério de Virologia do IPVDF, uma amostra viral de BVDV (Singer) e uma
amostra vacinal do virus da cinomose canina (Lederle). Para realizacdo desse
experimento, foram incluidos como controle positivo a amostra referéncia e como

controle negativo, células ndo inoculadas.

4.11. Teste de Imunofluorescéncia Direta (IFD)

A técnica foi realizada conforme descrito por Goncalves et al. (2003),
com modificacdes. Utilizando-se garrafas plasticas de 25 cm?® células MDBK
foram cultivadas em EMEM (GIBCO) suplementado com 8% com SFB (GIBCO).
As células foram tripsinizadas sempre que atingiam 100% de confluéncia (cerca
de 48 horas) e sua concentracdo ajustada para 1-2 x 10° células com EMEM
(GIBCO) suplementado com 5% SFB (GIBCO). Nas placas de 6 orificios com
fundo em chato foram colocadas laminulas estéreis (24 x 24mm) e adicionados
200 plL/poco de células e 800 puL/poco de EMEM (GIBCO) sem SFB. As células
foram incubadas em estufa a 37°C e em atmosfera de 5% de CO; por 24 horas. A
seguir foram inoculados 50uL das amostras virais dos isolados de bPIV-3 com
concentracbes de aproximadamente 10°° DICCso, sendo a placa incubada nas
mesmas condicfes por 72 horas, ou até que fosse evidenciado 50% do ECP na
monocamada celular. Visualizada a presenca de ECP, os sobrenadantes da placa
foram desprezados e os cultivos fixados com 10 plL/poco de acetona, a
temperatura ambiente por 10 minutos. Apés, a placa foi lavada por trés vezes com

PBS 0,01M pH 7,6 durante 10 minutos a temperatura ambiente. Foram
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acrescentados, entdo, a placa, 20 upL/laminula do conjugado monoclonal
especifico contra bPIV-3 marcado com isotiocianato de fluoresceina (Central
Vetrinary Agency, Weybridge, UK). Foi utilizado conjugado diluido a 1:5 em PBS
0,01M pH 7,6, conforme recomendado pelo fabricante. Apdés a adicdo do
conjugado, a placa foi incubada em camera umida por 30 minutos a 37 °C. Apos
desprezar-se o conjugado foram realizadas trés lavagens com PBS 0,01M pH 7,6.
A seguir, a placa foi lavada com agua destilada e adicionada de 25uL/ laminula de
glicerina tamponada com PBS 0,01M pH 7,6. A laminula foi submetida a leitura
em microscopio de fluorescéncia com iluminacdo por lampada de halogénio
(Axiolab, Carl Zeiss). Para realizacdo da técnica foram incluidos como controle
positivo a amostra referéncia e como negativo, células ndo inoculadas. Foram
consideradas positivas na IFD as amostras que apresentaram padrao
citoplasmatico de fluorescéncia caracteristico dos bPIV-3 e negativas as que nao
apresentaram este padrdo quando comparadas com 0s controles positivo e

negativo.

4.12. Técnica de Transcricdo Reversa - Reacdo em cadeia da polimerase
(RT-PCR)
4.12.1. Selecao e sintese dos oligonucleotideos

As sequéncias previamente publicadas dos genes que codificam a
proteina de fusédo (F), a hemaglutinina-neurominidase (HN) e a proteina grande
(L) da amostra referéncia (cepa SF-4) e de outros bPVI3 e hPIV-3, obtidas no
GenBank (nr. AF178655, AF178654, D84095, NC001796, ABO12132, M21649 e

Z11575), foram alinhadas utilizando-se o programa CLUSTAL W - Versao 3.0
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(Thompson et al.,, 1994) (Anexo |). Os oligonucleotideos degenerados foram
selecionados utilizando-se o programa VECTOR NTI - Versédo 4.0 (InforMax, Inc.)
e analisados nos arquivos de genoma viral do NIH (National Institute of Health,
Bethesda, EUA) — BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). Os
oligonucleotideos degenerados foram sintetizados pela Invitrogen Life
Technologies (USA), em uma escala de sintese de 50 nmol para cada

oligonucleotideo (Tabela 4).

TABELA 4: Oligonucleotideos iniciadores usados para 0 sequienciamento do

gene HN do bPIV-3.

Oligonucleotideo Localizagéo dos
nucleotideos®

Seqiiéncia (5 »3')°

Referéncia

P1(+) 6661-6682

P3 (+) 7088-7108

P4 () 7607 — 7625
P5 (+) 7487 — 7508
P6 (-) 8076 — 8096
P7 (+) 7940 — 7960
P8 (-) 8373 — 8393
P9 (+) 8382 — 8403
P10 (-) 8690 - 8711

GCCRTATRTACTRACAAAYARA
ACAAGYRCTTCTYYACAATTCAG
TCATCAACTTTYKGGYWGTTG
ACTYRTAAAYYTCYRGACYYTYRGTAC
GTAATTTYRCTYRTGCCAACTTG
ATYYATTGTTGTTGAYYAAAGGC
GTTGTATATYSCAGCTGYRYRAG
CTGSATATACAACAACAARYTG

ACKATAGGAGARTTRAGGTGAC

Deste estudo

* Stokes et al., 1992

* Echevarria et al., 1998
* Echevarria et al., 1998

* Storey et al., 1987

* Echevarria et al., 1998
Deste estudo
Deste estudo

Deste estudo

(+) Oligonucleotideo direto e (-) oligonucleotideo reverso

* Oligonucleotideos adaptados

% Localizacdo dos nucleotideos foi baseada na sequéncia do gene completo do

bPIV-3, cepa SF-4

®K=T/G, R= G/A, S= CIG, Y=TIC, YK=T/G, YR=A/G, YS=G/C, YY=CIT.



54

4.12.2. Estratégia de amplificacéo

Para o sequenciamento completo do gene HN do virus bPIV-3
(amostra DIO) foram selecionados nove oligonucleotideos iniciadores, sendo um
3’, chamado de P4, comum a dois fragmentos dos 5 amplicons esperados.

Visando a amplificacdo da primeira regido que codifica 0 gene da
proteina HN, foi desenvolvido um oligonucleotideo direto degenerado chamado de
P1, que foi selecionados a partir da extremidade final ndo codificante do gene da
proteina F do virus bPIV-3 e um oligonucleotideo reverso degenerado chamado
de P4 que flanqueia uma regido que codifica o gene da proteina HN.

Para a segunda regido amplificada foi selecionado um oligonucleotideo
direto degenerado P3 que flanqueia uma regido anterior a posicdo onde o P4 foi
selecionado no gene que codifica a proteina HN. O P4 citado anteriormente foi
utilizado como oligonucleotideo reverso para essa reacao de amplificacéo.

Para a amplificacdo da terceira regido, foi selecionado um
oligonucleotideo direto degenerado chamado de P5, anterior ao P4, e um
oligonucleotideo reverso degenerado chamado de P6.

Para a quarta regido foi desenvolvido um oligonucleotideo direto
degenerado chamado de P7, anterior ao P6, e um oligonucleotideo reverso
degenerado chamado de P8.

Finalmente, para a amplificacdo da quinta regido foi selecionado um
oligonucleotideo direto degenerado chamado de P9 e um oligonucleotideo
reverso degenerado chamado de P10. Para esta amplificacdo final, ndo ha
sobreposicdo com a regido anterior porque o P9 esta praticamente na mesma

posicdo do P8 no gene da HN, porém no sentido 5’. O oligonucleotideo P10 foi
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selecionado a partir da extremidade inicial ndo codificante do gene da proteina L.
Estas estratégias foram utilizadas devido as dificuldades encontradas para
selecionar oligonucleotideos na regido inicial e final do gene da HN e pela
auséncia de regides conservadas entre os virus bPIV-3 e hPIV-3. Também foi
utiizada a estratégia de sobreposicdo das regibes amplificadas, que
proporcionam maior seguranca na analise dos fragmentos sequenciados. Um
esquema da estratégia de amplificacdo dos diferentes fragmentos do gene da HN

do virus bPIV-3 é encontrado na Figura 6.

P1 P4
_’ <,__
P3
_’ <,__
P5 P6
_> 4___
P7 P8
_> <___
P9 P10
| F | HN L
[
969 bp
B |
538 bp
l 610 bp
|
454 bp

332 bp

FIGURA 6: Estratégia de amplificacdo dos fragmentos para o seqienciamento
completo do gene da hemaglutina-neuramidase (HN) do virus bPIV-3 amostra
DIO.
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Para o desenvolvimento da técnica de RT-PCR, visando a deteccao do
virus bPIV-3 e hPIV-3 e sua caracterizacdo molecular por seqiienciamento direto
dos fragmentos amplificados, foi utilizado como oligonucleotideo direto
degenerado o P3 e como oligonucleotideo reverso degenerado o P6, como
visualizado anteriormente na Tabela 4. Esses oligonucleotideos apresentam
pequenas alteracbes em seus nucleotideos quando comparados com
oligonucleotideos descritos para o virus hPIV-3, como os publicados por Storey et
al. (1987) e Stokes et al. (1992). Na Figura 7, pode ser visualizado o esquema da
estratégia de amplificacdo do fragmento do gene da HN para a detec¢éo dos virus

bPIV-3 e hPIV-3 por RT-PCR.

HN

1009 bp

FIGURA 7: Estratégia de amplificacdo do fragmento do gene da hemaglutina-
neuraminidase (HN) para deteccado e sequienciamento direto de amostras do virus
bPIV-3.



57

4.12.3. Extracao e precipitagcdo de DNA viral

Para os testes de especificidade dos oligonucleotideos da técnica de
RT-PCR com fins diagndsticos, foi utilizado o DNA extraido da amostra de
herpevirus bovino tipo 1 (BHV). Amostra do virus apresentando titulo igual a 10°
DICCs, foi inoculada em células MDBK, cultivadas em garrafas de 75cm?. Apds
evidenciar cerca de 100% do ECP nas células, o contetido da garrafa foi coletado
e centrifugado a 1000 x g por 10 minutos. O sobrenadante foi coletado e
transferido para um novo tubo e centrifugado novamente a 7000g x por 20
minutos. ApOs, o0 sobrenadante ser coletado, foi realizada nova centrifugacao
(Sorval) a 100.000g x por duas horas a 4°C para concentracdo do virus, através
de um colchdo de sacarose a 25%. Posteriormente, o material sedimentado foi
ressuspendido em 200uL de TNE pH 7,4 (item 9.1). Apés, foram adicionados
novamente 200uL de TNE duas vezes concentrado (item 9.1). O material foi
incubado em tubo de microcentrifuga com 2uL de proteinase K (20 mg/mL) e 1%
de SDS por 1 hora a 37°C. Ap6s a incubacao, o material foi submetido a extracdo
com um volume igual de fenol (pH 8,0) e adicdo de NaCl para uma concentracao
final de 0,3M. O material foi homogenizado durante 30 minutos e centrifugado a
12000g x por 10 minutos. Posteriormente, foi realizada uma extragdo com
cloroférmio, sendo o material homogenizado durante 3 minutos e centrifugado a
12000g x por 3 minutos. A seguir, 0 material foi precipitado com etanol absoluto a
—70 °C durante uma hora, sendo centrifugado a 12000g x por 20 minutos. O
etanol foi removido e ao precipitado resultante foi adicionado o mesmo volume de
etanol 70% e centrifugado a 12000g x por 10 minutos. O sobrenadante final foi

removido, sendo o tubo invertido sobre um papel absorvente por 3 a 5 minutos a
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temperatura ambiente até que nao fosse observado mais nenhum residuo de
alcool. O precipitado de DNA foi entdo solubilizado em 30uL de agua estéril e,

guando néo utilizado a seguir, foi armazenado a — 20 °C.

4.12.4. Extracdo do RNA viral

Para a extracdo de RNA da amostra referéncia do virus bPIV-3 (SF-4),
amostra DIO, amostras que foram utilizadas nos testes de especificidade e as
amostras testadas na técnica desenvolvida de RT-PCR para deteccdo dos bPIV-3
e hPIV-3, utilizou-se 500uL de cada material estocado apés o isolamento viral
conforme item 4.5. Em tubo de microcentrifuga, foram adicionados um volume de
500uL de Trizol (Invitrogen™ Life Technologies, USA), sendo o contetido
homogeneizado em “vortex” e incubado por 5 minutos a temperatura ambiente.
Apés este periodo, foram adicionados 200uL de cloroférmio, e apds nova
homogeneizacdo em “vortex”, o tubo foi centrifugado por 15 minutos a 12000 rpm
a temperatura de 10°C (Multispeed Refrigerated Centrifuge PK121R - ALC). A
fase aquosa foi isolada e adicionada de 500ul de isopropanol (MERCK), sendo
centrifugada posteriormente por 15 minutos a 15000 rpm, a 10°C. Os
sobrenadantes foram desprezados e, ao precipitado de RNA, foram adicionados
500uL de etanol 75%, seguido de centrifugagdo por 5 minutos a 13000 rpm, a
10°C. Os sobrenadantes foram desprezados novamente e o0s precipitados
secados ao ar por 10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, 0s
precipitados foram ressuspendidos em 10uL de agua tratada com DEPC

(dietilpirocarbonato).
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4.12.5. Sintese de cDNA

Para a sintese de cDNA, adicionou-se ao volume anterior 1ulL de
oligonucletideo reverso especifico para cada fragmento com concentra¢do de 10
pM (P4, P6, P8, P10) e 1uL de dNTPs (10 mM) (Invitrogen™ Life Technologies,
USA). Um uL do oligonucleotideo P6 foi utilizado para a sintese de cDNA das
amostras testadas na técnica RT-PCR, juntamente com 1uL de dNTPs (10 mM)
(Invitrogen™ Life Technologies, USA). Ap6s desnaturacdo por 10 minutos a 70°C,
os tubos foram resfriados no gelo durante 1 minuto. As amostras contendo RNA
total anteriormente desnaturado foram centrifugados brevemente, incubados por
dois minutos a 37°C e a eles adicionados 8uL da mistura da RT que continha: 4uL
de tampéao 5X (250 mM Tris- HCI (pH 8,3), 375 mM KCI e 15 mM MgCl,), 2uL de
DTT (0,1 M) e 1uL de Inibidor Recombinante de Ribonuclease — RNAseOUT™
(40unidades/uL) (Invitrogen™ Life Technologies, USA). Os tubos foram incubados
por 2 minutos a 37°C e em seguida adicionados de 200 unidades de
Transcriptase Reversa M-MLV (Moloney Murine Leukemia Virus) (Invitrogen™
Life Technologies - USA), sendo incubado por 50 minutos a 37 °C. As reacdes
foram inativadas deixando-se os tubos por 15 minutos a 70 °C, conforme

instrucdes do fabricante.
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4.12.6. Amplificacao
4.12.6.1. RT-PCR para o sequenciamento do gene da HN do bPIV-3 amostra
DIO

Visando o sequenciamento do gene HN do virus bPIV-3 da amostra
DIO, foram realizadas 5 diferentes reacfes de amplificacdo. A amostra referéncia
foi utilizada como controle positivo. As amplificacdes foram realizadas em

dTM

termociclador Thermal Reactor Hybai com um volume final de 50uL. Para

cada reacao foram utilizados: 5uL de tamp&o de PCR 10x, 5uL de cloreto de
magnésio (50mM), exceto para o fragmento 1, quando utilizou-se 4ulL, 1uL de
deoxirribonucleotideo trifosfatado (10mM) (Invitrogen™ Life Technologies, USA),
1uL de oligonucleotideo direto (10pM), 1uL de oligonucleotideo reverso (10pM) e
0,4uL Tagq DNA polimerase (5U/uL -Invitrogen™ Life Technologies, USA). Para as
amplificagbes do gene da HN do bPIV-3, foram utilizadas as seguintes condi¢des
de amplificacdo com variagbes apenas nas temperaturas de anelamento: uma
desnaturacao inicial de 96°C por 2 minutos para todos os fragmentos, seguida por
35 ciclos de uma sequéncia: 94°C por 1 minuto para desnaturagao, 42°C por 1
minuto para anelamento dos oligonucleotideos dos fragmentos 1 e 3, 72°C por 1
minuto para extensdo da Taq DNA polimerase e uma extensao final para a
polimerase a 72°C por 7 minutos. Para os fragmentos 2, 4 e 5 foram utilizadas as
mesma condicdes de amplificagcdo anteriormente descritas, exceto para as
temperaturas de anelamento que foram de 44°C por 1 minuto, 46°C por 1 minuto

e 48 °C por 1 minuto, respectivamente.
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A Tabela 5 mostra os pares de oligonucleotideos iniciadores utilizados
nesta primeira parte do estudo e o tamanho dos fragmentos esperados,

expressos em pares de bases (bp).

TABELA 5: Pares de oligonucleotideos iniciadores e o tamanho dos fragmentos

amplificados por PCR, expressos em pares de base.

Pares de oligonucleotideos Fragmento (bp)

P1- P4 969 bp
P3 - P4 538 bp
P5 — P6 610 bp
P7 - P8 454 bp
P9 -P10 332 bp

4.12.7. Otimizagao da técnica de RT-PCR para a detec¢do do bPIV-3 e hPIV-3

Para averiguar a eficiéncia da técnica de RT-PCR foram realizados,

testes de sensibilidade, especificidade e reprodutibilidade.

4.12.7.1. Sensibilidade
A sensibilidade da técnica de RT-PCR foi determinada por dois

procedimentos diferentes:

1) Apéds titulagdo da amostra referéncia e isolamento do RNA viral a partir das

respectivas diluicoes
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Para determinar a sensibilidade da técnica de RT-PCR, foi realizada
uma titulacdo da amostra referéncia SF-4 em cultivo celular, conforme descrito
anteriormente no item 4.6. Aproximadamente, 500uL de cada diluicdo seriada
restantes da titulacdo (10, 102, 10°, 10*, 10°, 10° e 107) foram utilizados
para a isolamento de RNA viral e sintese de cDNA, conforme descrito nos itens
4.12.4 e 4.12.5. Posteriormente, os cDNA sintetizados a partir das respectivas
diluicbes foram quantificados, como descrito no item 4.12.11 e utilizados na
técnica de RT-PCR para tentar amplificar o fragmento do gene da HN da amostra
referéncia, nas mesmas concentracbes dos reagentes e condicdes descritas
posteriormente no item 4.12.8. Os fragmentos amplificados do gene da HN
resultantes de cada diluicdo por esta técnica foram visualizados conforme descrito

abaixo no item 4.12.9.

2) Apos diferentes diluicdes do cDNA com concentragdo conhecida

A outra maneira utilizada para avaliar a sensibilidade da técnica de RT-
PCR foi a partir de diferentes diluigbes do cDNA da amostra referéncia SF-4 em
agua estéril (1:1 a 1:10, 1:100: 1:1000, 1:2500, 1:5000, 1:10000, 1:20000). Este
cDNA possuia titulo viral e concentracdo conhecidos. Apds a realizacdo das
diluicbes da amostra de cDNA, estas foram submetidas a técnica de RT-PCR na
tentativa de amplificacdo dos fragmento do gene da HN da amostra referéncia,
nas mesmas concentracdes dos reagentes e condi¢cdes descritas posteriormente
no item 4.12.8. Os fragmentos amplificados do gene da HN resultantes de cada
diluicdo detectados por esta técnica foram visualizados conforme descrito abaixo

no item 4.12.9.
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4.12.7.2. Especificidade

Para os testes de especificidade da RT-PCR visando o seqiienciamento
do gene da HN do bPIV-3 (amostra DIO), foram utilizadas as seguintes amostras
de virus RNA: amostra referéncia, amostra DIO, amostra do virus parainfluenza
tipo 1 humano hPIV-1, parainfluenza tipo 2 humano hPIV-2, amostras vacinais do
virus da cinomose canina e virus influenza equino. Estas amostras foram
submetidas a extracdo de RNA viral e sintese de cDNA, com os devidos
oligonucleotideos conforme descrito nos itens 4.12.4 e 4.12.5. Uma amostra de
herpesvirus bovino tipo-1 (BHV-1), foi submetida a extracdo de DNA viral
conforme descrito no item 4.12.3. Posteriormente, estas amostras foram
analisadas pelas diferentes técnicas de RT-PCR, na tentativa de amplificacdo dos
diferentes fragmentos, nas mesmas concentracdes dos reagentes e condicdes
descritas no item 4.12.6.1.

Para os testes da especificidade da RT-PCR que visam a detec¢éo do
bPIV-3 e hPIV-3 e que utiliza o par de oligonucleotideo P3/P6, foi avaliada com as
amostras acima descrita, além das amostras de bPIV-3 (PG1775 e CRIB). Depois
de submetidas ao isolamento viral e sintese de cDNA com o oligonucleotideo P6
conforme descrito nos itens 4.12.4 e 4.12.5, as amostras foram analisadas pela
técnica de RT-PCR, na tentativa de amplificacdo do fragmento de 1009 bp, nas
mesmas concentracdes dos reagentes e condicbes descritas abaixo no item
4.12.8. Os fragmentos amplificados do gene da HN detectados nas técnicas de

RT-PCR foram visualizados conforme descrito abaixo no item 4.12.9.
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4.12.7.3. Reprodutibilidade

Para verificar a reprodutibilidade da técnica, foram utilizadas a amostra
referéncia, amostra DIO, amostra PG1775, amostra CRIB e duas amostras do
hPIV-3 (VR45 e VR281). Estas amostras foram submetidas ao isolamento viral e
sintese de cDNA conforme descrito nos itens 4.12.4 e 4.12.5. Estas amostras
foram analisadas pela técnica de RT-PCR na tentativa de amplificacdo do
fragmento do gene da HN, sendo testadas em cinco dias diferentes com as
mesmas concentracfes dos reagentes e condicfes descritas abaixo no item

4.12.8.

4.12.8. RT-PCR para deteccéo de bPIV-3 e hPIV-3

Visando a deteccdo dos virus bPIV-3 e hPIV-3 e sua caracterizacéo
molecular por seqlenciamento direto desses fragmentos, foi utilizado um volume
final de 50uL de reagdo. As seguintes condicdes de reagdo foram utilizadas: 5uL
de tampdo 10x de PCR especifico para a enzima, 4uL de cloreto de magnésio (50
mM), 1uL de deoxirribonucleotideo trifosfatado (10mM) (Invitrogen™ Life
Technologies, USA), 1uL oligonucleotideo direto P3 (10 pM), 1ulL oligonucleotideo
reverso P6 (10 pM) e 0,4 uL de Taq DNA polimerase (5 U/uL -Invitrogen™ Life
Technologies, USA). As seguintes condigcdes de amplificacdes foram utilizadas:
inicialmente uma temperatura de 96°C por 2 minutos para desnaturacao da dupla
fita de DNA, seguida de uma sequéncia de 94°C por 1 minuto para desnaturacéo,
44°C por 1 minuto para anelamento dos oligonucleotideos, 72°C por 1 minuto

para atividade extensora da Tag DNA polimerase, sendo essa sequéncia repitida
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por 35 vezes, seguida de uma extencao final de 72°C por 7 minutos. Para este par
de oligonucleotideos iniciadores, o fragmento amplificado esperado foi de 1009

bp.

4.12.9. Eletroforese em gel de agarose

Para avaliar os resultados da sintese de cDNA, amplificacbes dos
fragmentos do gene da HN por RT-PCR e clivagens, foi utilizada eletroforese
horizontal em gel de agarose (Sambrook et al., 1989). Para os fragmentos
amplificados, foi utilizado gel de agarose 1,0% e para os produtos de digestao
enzimatica, gel de agarose 1,5%, ambos em tampéo TAE (Trisma-Base-SIGMA-
St. Louis — Missouri). A eletroforese foi realizada também com TAE a 76 Volts por
40 minutos. Apos a eletroforese, os géis foram submersos em solucdo de brometo
de etidio (0,5 pug/mL). O resultado da eletroforese foi visualizado em um

transiluminador (WHITE/UV) com luz ultravioleta (UV).

4.12.10. Purificacao dos produtos de PCR
Para purificacdo direta dos fragmentos amplificados nas RT-PCR que

k™ (Invitrogen™

foram enviados para o sequenciamento, utilizou-se o kit PureLin
Life technologies — USA). Para o fragmento (P7/P8) que apresentou um produto
de amplificacdo inespecifico, utilizou-se o kit GFX (Amersham Biosciences), apos
eletroforese e retirada do fragmento de interesse de um gel de agarose de 0,7%,

como recomendado pelo fabricante.
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4.12.11. Quantificagdo de DNA

Os produtos obtidos pelos processos de extracdo, purificacdo e
amplificacdo foram quantificados tanto por analise visual, comparando-se com um
padrdo de massa molecular, como por espectrofotometria na regido do ultravioleta
(UV). Para os produtos amplificados foram utilizados como padréo de massa
molecular de 100 bp, DNA Ladder de 1kb Plus ou DNA Ladder de 1 Kb
(Invitrogen), dependendo do fragmento de interesse, em gel de agarose 1%
(Invitrogen). Para controle dos produtos purificados para sequenciamento foi
utiizado um padrédo de baixa massa molecular de 100 bp (GIBCO (GRAND
ISLAND, NY, USA)). Para a analise espectrofotométrica foi utilizada uma diluicao
de 1:500 de cada preparacdo de DNA em volume total de 500 uL, que foi
colocada em cubeta de quartzo (Sigma Spectrophotometer Cuvet-UV/VIS), sendo
a leitura realizada no comprimento de onda 260 nm com espectrofotbmetro
Ultrospec® Il (LKB Biochrom LTD). Para o célculo da concentracdo foi
considerada a proporcdo padronizada de que 1 UA (unidade de absorbéancia) de
uma solucdo de acidos nucléicos a 260 nm equivale a 50 ug de DNA por mililitro

de solucéao (Sambrook, 1989).

4.12.12. Clivagem dos produtos de PCR purificados com enzima de restricéo

ApoOs purificagdo e quantificagdo dos fragmentos de interesse foram
realizadas clivagens a uma temperatura de 30°C por 1 hora, conforme instrucdes
do fabricante. A enzima utilizada foi Nco | (Invitrogen) na concentracdo de 10
U/uL. Todo o produto digerido foi submetido a eletroforese em gel de agarose,

conforme descrito no item 4.12.9.
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4.13. Sequenciamento

O sequenciamento direto dos produtos da PCR purificados foi realizado
no Laboratorio ACTGene (Centro de Biotecnologia, UFRGS, Porto Alegre, RS) e
Laboratério Weinmann Ltda, utilizando-se o sequienciador automético ABI-PRISM
3100 Genetic Analyzer armado com capilares de 50 cm e polimero POP6 (Applied
Biosystems). Os DNAs-molde (30 a 45 ng) foram marcados por PCR utilizando-se
3,2 pmol do primer 5-NNNNNNNNNNNNN-3" e 2 uL do reagente BigDye
Terminator v3.1 Cycle Sequencing RR-100 (Applied Biosystems) em um volume
final de 10 uL. As reacdes de marcacao foram realizadas em termociclador
GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems) com uma etapa de
desnaturacao inicial a 96°C por 3 minutos seguida de 25 ciclos de 96°C por 10
seg, 55°C por 5 seg e 60°C por 4 minutos. Apdés marcadas, as amostras foram
purificadas pela precipitagdo com isopropanol e lavagem com etanol 70%. Os
produtos precipitados foram diluidos em 10 uL de formamida, desnaturados a
95°C por 5 minutos, resfriados em gelo por 5 minutos e eletroinjetados no
sequenciador automatico. Os dados de sequenciamento foram coletados
utilizando-se o programa Data Collection v1.0.1 (Applied Biosystems) com os
parametros Dye Set “Z”; Mobility File “DT3100POP6{BDv3}vl.mob”; BioLIMS
Project “3100_Projectl”; Run Module 1 “StdSeg50 POP6 50cm_cfv_100"; e

Analysis Module 1 “BC-3100SR_Seq_FASTA.saz".
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4.14. Analise dos produtos da PCR ap6s seqlienciamento

Todas as sequéncias parciais de DNA viral, exceto o fragmento 1 da
amostra DIO, obtidas apds duas repeticdes do sequenciamento de cada fita foram
submetidas a um BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) para averiguar o
grau de homologia das mesmas com a amostra referéncia Genbank (nUmero de
acesso AF178655) nos arquivos do genoma do virus do NIH (National Institute of
Health, Bethesda, EUA). Estas sequéncias também foram comparadas com a

amostra referéncia e com outras amostras de bPIV-3 e hPIV-3, individualmente.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Isolamento e titulagao viral

A provavel presenca de virus nas amostras foi inicialmente evidenciado
pela producdo do efeito citopatico (ECP) caracteristico em células MDBK
infectadas pelo bPIV-3 (Figura 9).

A

FIGURA 9: Aspectos morfolégicos das células MDBK ndao infectadas (A) e
infectadas pelo virus bPIV-3 (B) em aumento de 100x. O efeito citopatico
(ECP) caracteristico dos PIV-3 (arredondamento celular, formacéo de sincicios e

incluséo citoplasmatica) pode ser observado em B.

Nas amostras analisadas de bPIV-3 (DIO, CRIB, PG1775) o ECP em
células MDBK foi evidenciado entre a terceira e quarta passagem viral. Para as

amostras de hPIV-3 (VRO1, VR03, VR04, VR45, VR281, VR321, VR353, VR357,
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VR 359 e VR 364) foi evidenciada a presenca de ECP na segunda passagem em
células MDBK.

Algumas linhagens celulares foram descritas como susceptiveis a
infecc@o pelos virus parainfluenza tipo 3, dentre elas as linhagens de rim fetal
bovino (MDBK) para o bPIV-3 e (LLC-MK2, HEp-2 e Vero,) para o hPIV-3 (Murphy
et al., 1999; Waner et al., 1999). As células MDBK foram utilizadas neste estudo
para o isolamento de todas as 13 amostras testadas, pelo fato de ja terem sido
relatados isolamentos anteriores do bPIV-3, utilizando esta linhagem celular. Além
disso, as condic¢des ideais para o cultivo do virus foram descritas em estudos
anteriormente (Candeias et al., 1971, Ballly et al., 2000; Gongalves et al., 2001).
Embora existam trabalhos que relatam o isolamento viral do hPIV-3
principalmente na linhagem celular LLC-MK2 (Fan et al., 1998; Corne et al.,
1999), as células MDBK mostraram-se bastante susceptiveis a infec¢do pelo
hPIV-3, uma vez que das dez amostras de origem humana utilizadas no estudo,
todas foram isoladas nessas células. Este fato sugere que essa linhagem celular
pode ser utilizada para realizacdo do diagnostico definido por isolamento viral em
cultivo celular no laboratério em casos de falta de uma linhagem adequada para
esta finalidade. O ECP caracteristico foi observado neste estudo, sendo
evidenciado dentro de 3 a 4 dias ap0s inoculagdo viral para as amostras bovinas
e 4 a 5 dias apos inoculacao viral com amostras humanas, conforme descrito por
Corne et al. (1999). Este foi claro e caracteristico com a presenca de células
arredondadas, inclusdes citoplasméticas e formacdo de sincicios progressivos
que resultavam em morte celular e destruicdo do tapete celular. Caracteristicas

semelhantes sdo comumente encontradas em muitas linhagens celulares que
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podem estar contaminadas com o PIV-3, mas o ECP caracteristico acaba
passando desapercebido em muitos laboratérios devido ao desconhecimento do
mesmo por alguns virologistas. A causa mais provavel desta contaminacao seria
o soro fetal (SFB). Procuro-se fazer com que 0s virus tiveram um baixo nimero
de passagens, uma vez que o numero alto de passagens poderia vir selecionar
mutacdes no material genético do virus interferindo nos resultados (Collins et al.,
1996), principalmente no sequenciamento do gene da HN da amostra DIO. Com
isso, os titulos produzidos em cultivo celular acabaram sendo relativamente
baixos, com exce¢ao das amostras bovinas (DIO, CRIB e PG1775) e a amostra
humana VR281 que apresentaram titulos mais altos. Os resultados das titulagdes
sao apresentados na Tabela 6, sendo expressos em doses infectantes para 50%

dos cultivos celulares (DCClsp).

Tabela 6. Resultados obtidos na titulagdo das amostras multiplicadas em
células MDBK dos bPIV-3 e hPIV-3.

Amostra  Identificacdo  Titulo em DCClsg

DIO 10°2°

bPIV-3 CRIB 10*7°
PG1775 1080

VRO1 10%%

VRO03 1020

VR04 103

VR45 1030

hPIV-3 VR281 1042
VR321 1037

VR353 1030

VR357 10%2°

VR359 10%°°

VR364 10%7°
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5.2. Reacdo de hemaglutinacéo (HA)

Na Figura 10 sdo apresentados os resultados obtidos nas reacdes de
hemaglutinacdo (HA) para a amostra referéncia SF-4 e amostras do bPIV-3,
segundo Fao (1990). A amostra referéncia apresentou titulo de 16 unidades
hemaglutinantes por 50uL (UHA/50uL), sendo utilizada como controle positivo
para as reacdes dos isolados virais que foram testados. As amostras de bPIV-3
(DIO, CRIB, PG1775) apresentaram titulos de 16, 8 e 32 unidades
hemaglutinantes por 50uL (UHA/50uL), respectivamente. Para as amostras de
hPIV-3 (VRO1, VRO3, VR04, VR45, VR281, VR321, VR353, VR357, VR359 e
VR364) foram observados titulos de 2, 2, 4, 4, 8, 4 4, 2, 2, 2 unidades

hemaglutinantes por 50uL (UHA/50uL), respectivamente.

>
w
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FIGURA 10. Resultados obtidos na reacdo de hemaglutinacdo (HA) para
amostras de bPIV-3. A) Amostra referéncia SF-4 em triplicata (1 a 12) com titulo
de 16 UHA/50uL e controle de hemacias (H — 1 a 12). B) amostras DIO (1 a 4)
com titulo de 16 UHA/50uL, CRIB (5 a 8) com titulo de 8 UHA/50uL e PG1775 (9
a 12) com titulo de 32 UHA/50uL. Controle positivo, amostra referéncia (G — 1 a

12) e controle de hemacias (H—-1 a 12).
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Os resultados dos titulos hemaglutinantes das amostras dos bPIV-3 e
hPIV-3, obtidos através da reacdo de hemaglutinacdo variaram de 2 a 32
utiizando hemacias de cobaio. Gongalves et al, (2003), obtiveram titulos
semelhantes para as amostras referéncia e amostra DIO do bPIV-3. As amostras
de hPIV-3 apresentaram titulos hemaglutinantes relativamente baixos quando
comparados com as amostras bovinas, mas isso nao inviabilizou o isolamento do
RNA viral dessas amostras. Assim, ficou constatado que as particulas virais
infecciosas presentes nessas amostras apesar de estarem com baixos titulos
hemaglutinantes e no cultivo celular podem ser utilizadas com sucesso para o

cumprimento dos objetivos propostos no estudo.

5.3. Estabilidade do bPIV-3

Na Tabela 7, s&o mostrados os resultados da estabilidade da amostra
referéncia SF-4, com titulo inicial conhecido (10*" DICCsg), quando a mesma foi
submetida a diferentes condicbes de armazenamento. Os titulos da amostra séo
expressos em DICCsy, para o cultivo celular e em UHA/50uL para HA. As
titulacdes foram realizadas durante sete dias consecutivos.

Os resultados observados abaixo para a estabilidade da amostra
referéncia, cepa SF-4 condizem com os resultados sugeridos por Zielinska-
Jenczytik (1972). O experimento realizado neste estudo diferenciou-se em parte
dos realizados pelos autores anteriormente citadas, uma vez que foram realizados
congelamentos e descongelamentos das amostras durante dias consecutivos, até
que o titulo ndo pudesse ser mais evidenciado. Isso proporcionou uma maior

perda de infectividade viral, devido a destruicdo de virions presentes na amostra.
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Entretanto, observou-se que as amostras do PIV-3 mantiveram-se estaveis
quando armazenadas a 4°C e em freezer a —70°C, perdendo sua infectividade
rapidamente quando armazenadas a —20°C. Constatou-se que o titulo das
amostras virais armazenadas em ambas as temperaturas manteve-se nos
primeiros dias apdés o0s congelamentos e descongelamentos, decrescendo
progressivamente com o passar dos dias. Quando armazenadas em a -20°C,
constatou-se um decréscimo acentuado dos titulos comparados com as amostras
armazenadas a 4°C e —70°C até o sétimo dia, quando nao foi observado titulo na
amostra. Segundo, Henrickoson & Savatski (1997), os virus armazenados nessa
temperatura apresentam perda de mais de 90% de sua capacidade infecciosa.
Entretanto, quando armazenados a —70°C, s&o capazes de apresentar uma boa
taxa de infectividade mesmo quando armazenados durante muitos anos.

Os resultados dos testes de hemaglutinagdo (HA) também sugerem que
os titulos hemaglutinantes da amostra armazenada a —20°C ndo podem ser mais
determinados, a partir do quinto dia apds armazenamento. Por utilizar inoculacéo
viral em cultivo celular, ndo foi surpresa que a técnica de titulacdo viral detectasse
a presenca de virions, ainda no sexto dia, nas amostras armazenadas a —20°C
fato ndo ocorrido na HA. Isso demonstrou que a titulagéo viral em cultivo celular

pode ser considerada como um método mais confidvel que a HA.
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TABELA 7. Resultados dos testes de estabilidade obtidos por cultivo celular
(DICCsp) € HA (UHA/50uL). Utilizou-se a amostra referéncia SF-4 ap0s ser

estocada em 3 diferentes temperaturas (4°C, -20°C, -70°C).

Dia SF-4 (4°C) SF-4 (-20°C) SF-4 (-70°C)
Titulo HA Titulo HA Titulo HA
10 107 16 1047 16 10*7 16
20 1040 16 10> 8 1047 16
30 1030 8 103 4 1040 16
40 1032 4 1039 4 1042 8
50 1039 4 102 0 104 8
60 10%7 4 1049 0 10490 8
7° 10*%° 2 0 0 1037 4

5.4. Imunoperoxidase (IPX)

Na Figura 11, € mostrado o resultado da técnica de IPX para a
deteccdo de bPIV-3 apos inoculacdo viral em cultivo com células MDBK. O
padrdo caracteristico de coloragdo citoplasmatica foi observado na amostra
referéncia SF-4 utilizada na técnica como controle positivo, bem como nas
amostras testadas de bPIV-3 (DIO, CRIB, PG1775). O controle negativo nao
apresentou coloracao citoplasmatica.

A imunoperoxidase (IPX) tem sido descrita como um método facil e
rapido para diagnosticar doencas infecciosas causadas por agentes virais
(Soliman et al., 1997). Esta vem sendo amplamente empregada para deteccéao de
anticorpos contra uma variedade de virus como: herpesvirus bovino, virus da
sindrome respiratéria em suinos e circovirus. Até o presente momento, néo

existem relatos na literatura sobre utilizacdo dessa técnica para deteccado do
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bPIV-3 presente em cultivo celular. Portanto, foi desenvolvida uma IPX para
triagem dos bPIV-3 em cultivo celular. O bPIV-3 é um dos principais responsaveis
pela contaminacao de cultivos celulares (Hay et al., 1991), além de nanobactérias
e micoplasma (Ciftcioglu et al., 2002; Uphoff et al., 2005) Acredita-se que a fonte
da contaminacdo seja o soro fetal bovino (SFB) que, mesmo estéril e inativado,
apresenta algumas particulas virais com capacidade infecciosa. Se presente, o
bPIV-3 pode provocar contaminacdo de linhagens celulares susceptiveis, tendo
seu titulo aumentado a medida que séo realizadas passagens em células. Esta
contaminagdo passa desapercebida na maioria das vezes nos laboratorio de
virologia, devido ao pouco conhecimento do ECP caracteristico do virus por parte
de alguns profissionais. A IPX desenvolvida neste estudo, utilizou soro hiperimune
e um anticorpo conjugado anti-lgG de carneiro que foram primeiramente
titulados. A diluicdo ideal para o soro hiperimune foi de 1:1000 e para o anticorpo
conjugado anti-IgG de carneiro de 1:400. Nos resultados da especificidade da
técnica utilizando soro hiperimune e o anticorpo conjugado anti-lgG de carneiro
ndo foi visualizada a ocorréncia de reacbes de coloragdo citoplasmatica com
nenhuma das cepas utilizadas para esta finalidade. A técnica de IPX foi capaz de
identificar a presenca do agente viral até a quarta diluicdo da amostra referéncia,
onde as células apresentavam ainda uma coloragdo avermelhada intensa.
Contudo, o calculo da sensibilidade ainda deve ser avaliado, uma vez que a
técnica da IPX utiliza mais de um anticorpo para a detec¢éo viral, ndo podendo
assim ser comparada com a IFD vendida comercialmente. Todas as trés amostras
de bPIV-3 testadas foram positivas na IPX, confirmando os resultados da IFD

para as trés amostras de bPIV-3. Apesar de parecer especifica e sensivel, a IPX
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apresenta algumas desvantagens ja descritas quando comparada com outras
técnicas, como por exemplo, o ELISA indireto , apresentando quantificagcéo visual
e alto background. Assim, a interpretacdo dos resultados necessita de pessoa
qualificada. Contudo, a IPX vem sendo considerada uma Otima técnica de triagem
viral por ser bastante barata para implementacdo em laboratérios (Houben et al.,

1997).

FIGURA 11. Resultado da técnica de imunoperoxidase (IPX) para a deteccéo
do virus bPIV-3 ap6s cultivo em células MDBK. A) Controle negativo; B)
Padréo citoplasméatico de coloragdo observado com a amostra SF-4 e nas de
bPIV-3. Aumento de 400 X.

5.5. Imunofluorescéncia direta (IFD)

A deteccdo direta de antigenos virais pela utilizacdo do método IFD
vem sendo comumente empregado para o bPIV-3 e hPIV-3 em espécimes
clinicos oriundos de aspirados nasais e suabes nasais. Diversos kits comerciais
padronizados sdo vendidos no mercado, constituidos de anticorpos monoclonais
para o virus (Eugene-Ruellan et al., 1998; Goncalves et al., 2003). A IFD foi

considerada um método bastante rapido e satisfatério para a deteccéo viral do
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bPIV-3 apresentando boa especificidade. Quando comparados com outros
métodos como o0 ELISA, tem sido reportada uma menor sensibilidade da mesma.
Neste estudo, podem ser observados na Figura 12 um exemplo do padréo
fluorescéncia citoplamatico encontrado nos resultados obtidos na técnica de IFD
para a detecgdo do bPIV-3, apds inoculacdo viral em cultivo com células MDBK.
O padrao de fluorescéncia citoplasmatico pode ser observado na amostra
referéncia utilizada na técnica como controle positivo, bem como as amostras
testadas de bPIV-3 (DIO, CRIB, PG1775). O controle negativo ndo apresentou

fluorescéncia citoplasmatica nas células, validando assim a técnica.

A) B)

FIGURA 12. Resultado da técnica de IFD para a deteccao de bPIV-3 apos
cultivo em células MDBK. A) Controle negativo; B) Padrédo citoplasmatico de

fluorescéncia observado com a amostra SF-4. Aumento de 400X.
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5.6. RT-PCR

5.6.1. Selecdo de oligonucleotideos e estratégia de amplificacéo

Como néo existem dados publicados sobre a utilizacdo da técnica de
RT-PCR com a descricaio de oligonucleotideos para o bPIV-3 foram
desenvolvidos neste estudo oligonucleotideos tendo, como protétipo, sequéncias
de bPIV-3 e hPIV-3. Desta maneira, oligonucleotideos foram selecionados a
partir de regides conservadas entre os dois virus com pequenas adaptacdes em
alguns oligonucleotideos previamente publicados. O resultado do alinhamento das
sequéncias dos genes da proteina de fusdo (F), a hemaglutinina-neurominidase
(HN) e a proteina grande (L), bem como a posicdo de cada oligonucleotideo
selecionada pode ser visualizada no Anexo 2. Os oligonucleotideos P3 e P6
foram adaptados de Storey et al. (1987), Stokes et al. (1992), respectivamente, e
P4, P5 e P7 adaptados de Echevarria et al. (1998) ambos desenvolvidos por
estes autores para amplificacdo do hPIV-3. As adaptacdes realizadas variaram
desde o numero de degeneracdes do oligonucleotideo até o posicionamento o
mesmo em relacdo a sequéncia do originalmente publicada. Os outros
oligonucleotideos P1, P8, P9 e P10 foram selecionados neste estudo.

A estratégia de amplificacdo para o seqienciamento do gene completo
da HN do bPIV-3 foi baseada na sobreposicdo dos cinco fragmentos a serem
amplificados. Esta ferramenta proporciona uma maior facilidade para evitar
possiveis erros resultantes do sequenciamento, principalmente nas extremidades
3’ e 5’ dos fragmentos.

Para o desenvolvimento da técnica de RT-PCR visando a deteccdo do

virus DbPIV-3 e hPIV-3, foram testadas diferentes combinacdes de
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oligonucleotideos, sendo a reacdo de melhor resultado para a amplificacdo de
ambos os virus a que utilizou os oligonucleotideos P3 e P6. Em relacdo a
estratégia escolhida para o sequienciamento das amostras amplificadas com esse
par de oligonucleotideos, deve ser reavaliada ja que para um fragmento de
aproximadamente 1009 bp podem ocorrer problemas, devido ao tamanho do
fragmento, que excede o recomendado para uma leitura fidedigna do
sequenciador. Além disso, neste fragmento, existem sitios de restricdo muito
parecidos entre os PIV-3, por exemplo Nco I, o que dificulta a diferenciagao entre

0s virus bovinos e humanos.

5.6.2. Extracao de DNA viral

O resultado da extracdo da amostra de herpesvirus bovino tipo 1 (BHV-
1) amostra LA apresentou um produto final de extracdo integro e com quantidade
suficiente para ser utilizado nos teste de especificidade dos diferentes
oligonucleotideos para PIV-3. O método de extracdo utilizado, determinado por

Sambrook et al. (1989) com modificacbes, € rotineiramente utilizado no

Laboratdrio de Virologia do IPVDF.

5.6.3. Extracdo de RNA viral

O resultado da extracdo de RNA das amostras utilizadas neste estudo,
apresentou um produto final com gquantidade suficiente para ser utilizado na
sintese de cDNA por transcricdo reversa (RT). O controle das extracbes foi
realizado pela utilizagdo da relagdo proposta por Sambrook et al. (1989), onde a

quantificacdo do produto extraido € realizada por espectrofotometria em dois
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diferentes comprimentos de onda 260mn e 280mn e o resultado dessa relagéo
determina a eficiéncia ou ndo da extragcdo. Foram seguidas as recomendagdes
propostas pelo fabricante do reagente Trizol (Invitrogen™ Life Technologies, USA)
que foi utilizado para a extracdo de todas as amostras, ndo havendo problemas
aparentes no decorrer desta etapa. Posteriormente, foi realizada a sintese de

cDNA por transcrigéo reversa (RT).
5.6.4. Sintese de cDNA

Os resultados das sinteses de cDNA das amostras utilizadas neste
estudo foram avaliadas em gel de agarose 1%. Os produtos finais resultantes
apresentavam-se com aspecto de degradacdo, mas quando submetidos a PCR
nas condi¢cdes sugeridas acima, proporcionavam a amplificacdo do fragmento

desejado (Figura 13).

1650 bp

1000 bp

FIGURA 13. Resultado da sintese de cDNA por transcricdo reversa (RT) de
algumas amostras em gel de agarose 1,0%. 1 a 7) cDNAs de algumas

amostras de PIV-3, 8) Padrdo de massa molecular em bp (Ladder 1KB Plus).
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5.7. Amplificacbes
Foram desenvolvidas seis diferentes protocolos de RT-PCR. Estes
foram empregadas para diferentes fins, sendo cinco utilizadas no seqiienciamento

do gene da HN (amostra DIO) e uma para a deteccao do PIV-3.

5.8. RT-PCR para o sequenciamento do gene da HN do bPIV-3 (amostra DIO)

Dos cinco fragmentos amplificados na RT-PCR para o seqienciamento
do gene da HN do bPIV-3, dois fragmentos (fragmento 4 e fragmento 5)
apresentaram produtos inespecificos, além dos produtos de interesse. Para a
amplificacdo destes fragmentos, foram utilizados os pares de oligonucleotideos
P7/P8 e P9/P10, respectivamente. Foram testadas diferentes condicbes de
reacao e amplificacdo. Para o fragmento 5 ndo foram mais visualizados produtos
inespecificos na reacdo de PCR, quando a temperatura de anelamento dos
oligonucleotideos foi elevada para uma temperatura de 48°C. O mesmo nao
ocorreu com o fragmento 4 que apds inUmeras tentativas de amplificacdo em
diferentes condi¢cdes, permaneceu com um produto inespecifico. O produto
inespecifico foi amenizado quando se utilizou uma temperatura de anelamento de
46°C. A presenca dos produtos inespecificos nessa reacao pode estar associada
as caracteristicas proprias de cada oligonucleotideo, ou ainda, ao estagio de
replicacdo que o virus se encontrava no momento em que foram realizadas as
extracOes de RNA (presenca de RNA replicativo).

Para a purificacdo do fragmento 4 foi utilizado o sistema GFX
(Amersham Biosciences) que proporciona a facilidade de extracdo da banda de
interesse a partir do gel de agarose. Para a purificacdo dos demais fragmentos foi

kTM

utiizado o sistema PureLin (Invittogen™ Life technologies - USA). As



83

metodologias destes sistemas de purificacdo sdo baseadas na ligacdo seletiva do
DNA a uma membrana de silica na presenca de sais caotropicos. Consegue-se
recuperar uma quantidade expressiva do produto da PCR, ficando na faixa entre
0,1 a 40 ug de DNA.

Na Figura 14, sédo apresentados os resultados das amplificacbes dos
fragmentos purificados do gene da HN da amostra DIO, antes dos mesmos serem
sequenciados. Os fragmentos resultantes das amplificacdes do gene da HN da
amostra DIO apresentaram amplicons de tamanhos esperados para P1/P4 (969
bp), para P3/P4 (538 bp), para P5/P6 (610 bp), para P7/P8 (454 bp) e para

P9/P10 (332 bp).

1 2 3 4 5 6

1650 bp
P1/P4
1000 bp
P5/P6 850 bp
650 bp
P3/P4 500 bp
400 bp
P7/P8 — 300 bp
P9/P10

FIGURA 14. Resultados das amplificacbes dos fragmentos purificados do
gene da HN pela técnica de RT-PCR para o sequenciamento da amostra DIO
em gel de agarose 1,0%. 1) Fragmento P1/P4; 2) Fragmento P3/P4; 3)
Fragmento P5/P6; 4) Fragmento P7/P8; 5) Fragmento P9/P10; 6) Padrao de

massa molecular em bp (Ladder 1KB Plus).
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5.9. Otimizacéao da técnica de RT-PCR
Foram testadas diferentes combinac¢6es de oligonucleotideos, sendo a
reacao de melhor resultado para a amplificacdo das amostras dos bPIV-3 e hPIV-

3 a que utilizou os oligonucleotideos P3/P6.

5.9.1. Sensibilidade

A sensibilidade da técnica de RT-PCR foi avaliada apés titulacéo viral e
a partir do cDNA quantificado por espectrofotometria, através da amplificacdo do
fragmento de 1009 bp do gene da HN da amostra referéncia SF-4 (bPIV-3),
utilizando-se o par de oligonucleotideos P3/P6. Os ensaios de RT-PCR possuem
boa sensibilidade, sendo relatada na literatura uma variacdo entre (78% a 100%)
(Bressoud et al., 1990).

Ap6és titulacdo viral

Na Figura 15 sdo apresentados os resultados apos titulacdo da
amostra em células MDBK, extracdo do RNA viral e sintese do cDNA. A
concentracdo de DNA amplificado foi diminuindo de forma gradual no decorrer da
titulacdo viral, observando-se amplificacdo detectavel do fragmento de 1009 bp do
gene da HN até a quarta diluicdo (10™). O controle negativo ndo apresentou
amplificagéo.

A analise dos resultados das amplificacdes comprova que a RT-PCR
conseguiu detectar até 140 DCClsy do virus bPIV-3 em cultivo celular. Dois
estudos publicados relatam uma sensibilidade maior que a encontrada no
presente estudo, embora esta tenha sido estimada para o hPIV-3. Corne et al.

(1999) encontraram uma sensibilidade de de 1 DCClsg na RT-PCR multiplex e a
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mesma quando foi testada individualmente a sensibilidade para o hPIV-3. Aguilar
et al. (2000) relataram sensibilidade de 32 DCClsy para a reagcdo de RT-PCR
individual para o hPIV-3. A sensibilidade da RT-PCR do bPIV-3 ainda né&o foi
relatada na literatura. Embora, inferior guando comparada a sensibilidade referida
nos dois estudos citados, deve-se levar em consideracdo a maneira como foram
realizados os calculos para chegar a estes valores. Além disso, tem que se ter
cuidado quando compararmos com resultados de outros estudos que utilizam nas
reacdes de PCR sondas para hidridizacdo, que aumentam significantemente a
sensibilidade da técnica, ndo sendo o caso desses dois estudos utilizados para

comparacao da técnica aqui desenvolvida.

1650 bp

1000 bp
P3/P6 850 bp
1009 bp 650 bp

FIGURA 15. Resultados dos testes de sensibilidade da técnica de RT-PCR
obtidos através da amplificacdo do fragmento de 1009 bp do gene da HN da
amostra referéncia SF-4, apos eletroforese em gel de agarose 1,0%. 1)
Diluicdio 10; 2) Diluicdo 10%; 3) Diluicdo 107; 4) Diluicdo 10™; 5) Diluicdo 10 ; 6)
Diluicdo 10°; 7) Diluicdo 10™"; 8) Controle negativo; 9) Padrdo de massa molecular
em bp (Ladder 1KB plus).
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A partir do cDNA

Na Figura 16, sdo mostrados os resultados apos diluicbes do cDNA
viral (475ng/uL), observando-se amplificacdo detectavel do fragmento de 1009 bp
do gene da HN até a diluicdo 1:10000 (canaleta 7), correspondendo a
concentracdo de 118,75 pg de DNA. Comparando-se com o padrdo de massa
molecular, pode ser observado que o tamanho esperado do fragmento do gene da
HN de 1009 bp foi obtido na amplificacdo da amostra SF-4. A concentracédo de
DNA amplificado foi diminuindo de forma gradual no decorrer das diluicbes do

cDNA viral. O controle negativo ndo apresentou amplificacéo inespecifica.

2036 bp
1636 bp
P3/P6
1009 bp 1018 bp
500 bp

FIGURA 16. Resultados dos testes de sensibilidade da técnica da RT-PCR
obtidos através da amplificacdo do fragmento de 1009 bp do gene da HN da
amostra referéncia SF-4, apos eletroforese em gel de agarose 1,0% com
diluicdes seriadas de cDNA. 1) Amostra referéncia SF-4, 475 ng/uL; 2) Diluicdo
1:10; 3) Diluicdo 1:100; 4) Diluicdo 1:1000; 5) Diluicdo 1:2500; 6) Diluicdo 1:5000;
7) Diluicdo 1:10000; 8) Diluicdo 1:20000; 9) Controle negativo; 10) Padréo de
massa molecular em bp (Ladder 1KB).
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A andlise dos resultados das amplificacBes a partir das diluicdes do
cDNA comprova que a relacdo de RT-PCR utilizando este método pode ser
considerada bastante sensivel comparada com o cultivo celular, uma vez que foi
capaz de amplificar aproximadamente 119 pg de DNA. Nao foram encontrados
dados na literatura para comparar com os resultados obtidos neste estudo.

Portanto, analisando-se os resultados da sensibilidade apoés a titulagéo
viral, ficou claro que a técnica RT-PCR deve ser utilizada com cautela, pois foi
menos sensivel quando comparada com o cultivo celular, ja& que este apresenta

sensibilidade de aproximadamente 1 DCCls, (Echevarria et. al., 2000).

5.9.2. Especificidade

Nas Figuras 17, 18, 19 e 20 séo apresentados alguns dos resultados
dos testes de especificidade da técnica de RT-PCR com amplificacdo dos
diferentes fragmentos do gene da HN do bPIV-3. Houve amplificacdo dos
fragmentos esperados do gene da HN na amostra DIO e na amostra referéncia
SF-4, a ultima utilizada como controle positivo da reacdo. Nao houve amplificacédo
do fragmento do gene da HN em nenhuma das outras amostras virais testadas:
hPIV-1, hPIV-2, cepa vacinal canina do virus da cinomose (Lederle), cepa padrao
equina do virus influenza (H2N2) e uma cepa padrao virus herpes bovino tipo-1
(LA). Numa analise comparativa com o0 padrao de massa molecular, é possivel
observar que foram obtidos os tamanhos esperados dos diferentes fragmentos do
gene da HN da amostra DIO e SF-4. O controle negativo também néo apresentou

amplificagéo.
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1650 bp

1000 bp
P1/P4 850 bp
968 bp

650 bp

FIGURA 17. Resultados do teste de especificidade da técnica de RT-PCR
utilizada para o seqienciamento, com amplificacdo do fragmento P1/P4 do
gene da HN, apos eletroforese em gel de agarose 1,0%. 1) Amostra referéncia
SF-4; 2) Amostra DIO; 3) Amostra hPIV-1; 4) Amostra hPIV-2; 5) Amostra vacinal
canina do virus da cinomose (Lederle); 6) Amostra de virus influenza equino
(H2N2); 7) Amostra de virus herpes bovino tipo-1 (LA), 8) Controle negativo; 9)
Padrdo de massa molecular em bp (Ladder 1KB plus).

700 bp

P3/P4 600 bp

538 bp

FIGURA 18. Resultados do teste de especificidade da técnica de RT-PCR
utilizada para o seqienciamento, com amplificacdo do fragmento P3/P4 do
gene da HN, apo6s eletroforese em gel de agarose 1,0%. 1) Amostra referéncia
SF-4; 2) Amostra DIO; 3) Amostra hPIV-1; 4) Amostra hPIV-2; 5) Amostra vacinal
canina do virus da cinomose (Lederle); 6) Amostra de virus influenza equino
(H2N2); 7) Amostra de virus herpes bovino tipo-1 (LA); 8) Controle negativo; 9)
Padrdo de massa molecular (Ladder 100 bp).
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700 bp
P5/P6 g
610 bp +—600 bp
V\
500 bp

FIGURA 19. Resultados do teste de especificidade da técnica de RT-PCR
utilizada para o seqiienciamento, com amplificacdo do fragmento P5/P6 do
gene da HN, apos eletroforese em gel de agarose 1,0%. 1) Amostra referéncia;
2) Amostra DIO; 3) Amostra hPIV-1; 4) Amostra hPIV-2; 5) Amostra vacinal canina
do virus da cinomose (Lederle); 6) Amostra de virus influenza equino (H2N2); 7)
Amostra de virus herpes bovino tipo-1 (LA); 8) Controle negativo; 9) Padrédo de
massa molecular em bp (Ladder 100 bp).
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FIGURA 20. Resultados do teste de especificidade da técnica de RT-PCR
utilizada para o seqienciamento, com amplificacdo do fragmento P9/P10 do
gene da HN, apo6s eletroforese em gel de agarose 1,0%. 1) Amostra referéncia
SF-4; 2) Amostra DIO; 3) Amostra hPIV-1 4) Amostra hPIV-2; 5) Amostra vacinal
canina do virus da cinomose (Lederle); 6) Amostra de virus influenza eqlino
(H2N2); 7) Amostra de virus herpes bovino tipo-1 (LA); 8) Controle negativo; 9)
Padrao de massa molecular em bp (Ladder 100 bp).
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Na Figura 21, sédo apresentados os resultados dos testes de
especificidade da técnica de RT-PCR utilizando-se P3/P6. Houve amplificacdo do
fragmento de 1009 bp do gene da HN na amostra referéncia SF-4 e nas trés
amostras (DIO, CRIB, PG1775) isoladas de bPIV-3. Ndo houve amplificacdo do
fragmento de 1009 bp de nenhuma das outras amostras virais testadas: hPIV-1,
hPIV-2, cepa vacinal canina do virus da cinomose (Lederle), cepa de virus
influenza equino (H2N2) e uma cepa de virus herpes bovino tipo-1 (LA). Em
relacdo ao padrdo de massa molecular é possivel observar que o tamanho
esperado do fragmento de 1009 bp do gene da HN foi obtido na amplificacdo das

amostras de bPIV-3. O controle negativo néo apresentou amplificagao.

1650 bp

P3/P6 1000 bp
1009 bp 850 bp
650 bp

FIGURA 21. Resultados do teste de especificidade da técnica de RT-PCR
avaliada através da amplificacdo do fragmento de 1009 bp do gene da HN
das amostras de bPIV-3, ap6s eletroforese em gel de agarose 1,0%. 1)
Amostra referéncia SF-4; 2) Amostra DIO; 3) Amostra PG1775; 4) Amostra CRIB;
5) Amostra hPIV-1; 6) Amostra hPIV-2; 7) Amostra vacinal canina do virus da

cinomose (Lederle); 8) Amostra de virus influenza eqlino (H2N2); 9) Amostra de
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virus herpes bovino tipo-1 (LA); 10) Controle negativo; 11) Padrdo de massa
molecular em bp (Ladder 1KB plus).

Analisando-se os resultados encontrados nos testes de especificidade
da RT-PCR neste estudo, pode-se dizer que foi de 100% das amostras de bPIV-3.
A especificidade pode ser comparada com a de dados publicados por Corne et al.
(1999), que relataram uma especificidade de 100% para a padronizacdo de uma
RT-PCR multiplex e Fan et al. (1998), que reportaram uma especificidade de 98%
para uma técnica de RT-PCR hexaplex para amostras de hPIV-3. Entretando, a
quantidade de virus utilizados para averiguar a especificidade nestes dois estudos
foi maior. Em outro relato a especifidade da RT-PCR, observado por Bressoud et

al. (1990), variou entre 64% e 95% para o hPIV-3.

5.9.3. Reprodutibilidade

Em todos os experimentos realizados para testar a reprodutibilidade da
RT-PCR, utilizando P3/P6 nao houve diferenca entre os resultados obtidos.

A Figura 22 mostra um gel de agarose contendo um fragmento
amplificado de 1009 bp do gene da HN que estd presente na amostra de
referéncia SF-4 e nas amostras de bPIV-3 e hPIV-3 incluidos nos testes de
reprodutibilidade. N&o houve amplificagéo inespecifica em nenhuma das reacgfes
testadas. O controle negativo também ndo apresentou amplificacdo. Este gel é
referente a quinta repeticdo do experimento.

Assim, o0s resultados referentes a reprodutibilidade da RT-PCR,
utilizando o par de oligonucleotideos P3/P6 e as amostras testadas, sugerem

tratar-se de uma técnica bastante reprodutivel.
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FIGURA 22. Resultados do teste de reprodutibilidade da técnica de RT-PCR
avaliada através da amplificacdo do fragmento de 1009 bp do gene da HN
das amostras do bPIV-3 e hPIV-3 em dias diferentes e eletroforese em gel de
agarose 1,0%. 1) Amostra referéncia SF-4; 2) Amostra DIO; 3) Amostra PG1775;
4) Amostra CRIB; 5) Amostra VR45; 6) Amostra VR281; 7) Controle negativo; 8)
Padréo de massa molecular em bp (Ladder 1KB Plus).

5.10. RT-PCR para a detec¢ao de bPIV-3 e hPIV-3

Na Figura 23, sdo apresentados os resultados da amplificacdo do
fragmento do gene da HN da amostra referéncia SF-4 e das amostras virais de
bPIV-3 isoladas através de cultivos celulares, utilizando-se os oligonucleotideos
P3/P6. Os fragmentos obtidos em todas as amplificacbes foram bem definidos,
nao apresentando amplificacGes inespecificas. Desta maneira, a técnica pode ser
considerada bastante Util para a deteccao do bPIV-3 a partir de cultivos celulares.

Numa andlise comparativa é possivel observar que os fragmentos
(1009 bp) migram na mesma posicao do respectivo padrdo de massa molecular.
Também € possivel observar, pelo controle negativo, que nao houve

contaminacédo do material com DNA externo.
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FIGURA 23. Resultados da amplificacdo do fragmento de 1009 bp do gene
da HN das amostras isoladas de virus bPIV-3, apds eletroforese em gel de
agarose 1,0%. 1) Amostra referéncia SF-4; 2) Amostra DIO; 3) Amostra PG1775;
4) Amostra CRIB; 5) Controle negativo; 6) Padrdo de massa molecular em bp
(Ladder 1KB Plus).

Na Figura 24 sdo apresentados os resultados da amplificacdo do
fragmento do gene da HN da amostra referéncia SF-4 e das amostras virais de
hPIV-3 isoladas por cultivo celular, utilizando-se os oligonucleotideos P3/P6. A
analise destes resultados comprova que os fragmentos obtidos em todas as
amplificagdes foram bem definidas, apresentando a amostra VR 281 (canaleta 5)
uma fraca amplificacdo inespecifica de aproximadamente 900 bp, mas que nao
interferiu durante a realizacdo dos testes de sensibilidade e especificidade. A
técnica possivelmente possa ser empregada como ferramenta para a detecgédo do

hPIV-3 a partir de cultivos celulares. Seria conveniente, no entanto, testar
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futuramente a técnica, utilizando amostras de aspirados e suabes nasais de
pacientes potencialmente infectados pelo bPIV-3 ou hPIV-3, conforme descrito em
muitas publicacbes para amostras virais de origem humana (Fan et al., 1997,
Osiowy, 1998, Eugene-Ruellan et al., 1998, Echevarria et al., 1998, Aguiar et al.,
2000).

Numa andlise comparativa, pode-se observar que os fragmentos (1009
bp) migram na mesma posicdo do respectivo padrdo de massa molecular.
Também € possivel observar, pelo controle negativo, que ndo houve
contaminacao do material com o DNA alvo.

9 10 11 12

1 2 3 4 5 6 7 8

1650 bp
1
P3/P6 000 bp
1009 hn 850 bp
650 bp

FIGURA 24. Resultados da amplificacdo do fragmento de 1009 bp do gene
da HN das amostras isoladas de virus hPIV-3, apds eletroforese em gel de
agarose 1,0%. 1) Amostra VR 01; 2) Amostra VR 03; 3) Amostra VR 04; 4)
Amostra VR 45; 5) Amostra VR281; 6) Amostra 321; 7) Amostra VR353; 8)
Amostra 357; 9) Amostra VR 359; 10) Amostra VR364; 11) Controle negativo; 12)

Padréo de massa molecular em bp (Ladder 1KB plus).
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5.11. Andlise dos produtos de clivagem com Nco |

Na Figura 25, sdo apresentados os resultados da digestdo do
fragmento de 1009 bp amplificado do gene da HN por RT-PCR, referentes a
amostra referéncia SF-4 e as amostras DIO, PG1775 e CRIB do virus bPIV-3,
respectivamente. A amostra referéncia mostrou um perfil de migracao idéntico ao
esperado em seu mapa de restricdo. Com dois fragmentos esperados de
aproximadamente 800 bp e 208 bp as amostra DIO, PG1775 e CRIB tiveram perfil
de restricdo similar ao da amostra referéncia.

Os resultados analisados sugerem que as amostras de bPIV-3
apresentam apenas 1 sitio para Nco |, ndo sendo possivel diferencia-las com esta
enzima. Devido a pequena quantidade de sitios de restricdo para o bPIV-3 neste
fragmento, faz-se necessario o sequenciamento dessas amostras para analisar se
existe homologia com as publicadas. A utilizacdo do fragmento de 1009 bp nao
possibilitou a diferenciacdo das amostras bovinas, ndo sendo capaz também de
diferencia-las das humanas, pois as amostras humanas apresentam o mesmo
sitio de Nco | na mesma posicdo. O uso de outras enzimas de restricdo poderia
ser util para esta finalidade. Nao foram encontrados relatos na literatura sobre a
utilizacao de enzimas de restricdo para a diferenciacdo dos bPIV-3 e hPIV-3. Esta
possibilidade fica para trabalhos futuros uma vez que o objetivo deste estudo foi
realizar o seqienciamento do gene da HN da amostra DIO e o desenvolvimento
de uma técnica de RT-PCR para a deteccdo de ambos os virus. Além disso,
deve-se escolher uma regidao mais diversificada, que contenha um numero maior

de sitios para enzimas de restricdo que possam diferenciar bPI1V-3 do hPIV-3.
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FIGURA 25. Resultados do perfil de restricdo do fragmento amplificado de
1009 bp do gene da HN do virus bPIV-3 por RT-PCR, ap0s clivagem com Nco
| e eletroforese em gel de agarose 1,5%. 1) Amostra referéncia SF-4 nao
digerida; 2) Amostra referéncia SF-4 digerida; 3) Amostra DIO digerida; 4)
Amostra PG 1775 digerida; 5) Amostra CRIB digerida; 6) Padrao de massa
molecular em bp (Ladder 1 Kb).

5.12. Sequienciamento

O sequenciamento do gene da HN da amostra DIO foi parcialmente
realizado. O resultado do sequienciamento de um dos 5 fragmentos do gene da
HN da amostra DIO esta exemplificado na Figura 26.

Para os fragmentos 2, 3, 4 e 5 foram realizadas duas reacfes de
sequenciamento para cada fita de DNA. O fragmento 1 também foi submetido ao
sequenciamento, mas por duas vezes nao foi possivel a realizacédo da leitura de
nenhuma das fitas de DNA. A explicacdo possivelmente esteja nos
oligonucleotideos uma vez que estes sdo degenerados, ou até mesmo no

tamanho do produto, que €é de aproximadamente 970 bp, excedendo a
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capacidade de leitura. Outra hipétese poderia ser a ma qualidade do produto ou
algum interferente para a reacdo, oriundo da purificagcdo. O resultado do
sequenciamento deste fragmento esta sendo aguardado e estara disponivel em
poucos dias. As sequéncias 2, 3, 4 e 5 foram submetidas ao BLAST, sendo todas
homdlogas ao bPIV-3 (Anexo Il). A seguir, foi realizado o alinhamento destes
fragmentos. Observou-se uma homologia de nucleotideos da amostra DIO de
99%, quando comparada com a amostra referéncia (Anexo IlI). Quando
comparada com outras amostras de bPIV-3 disponiveis no Genbank, (niumero de
acesso AF178655, D84095) apresentaram uma homologia de 98 a 91%,
respectivamente (Anexo Il). Homologia de 79 a 80% (Anexo Il) foi observada
quando foi realizado o alinhamento dos fragmentos da amostra DIO do bPIV-3
com outras amostras de hPIV-3 do Genbank (nimero de acesso M18763,
M18761, ABO12132, Z11575).

Em resumo, no presente estudo podemos observar que os altos niveis
de homologia entre as amostras ndo foram muitos diferentes aos ja relatados na
literatura e aqui descritos no item 2.5.5. A alta homologia encontrada entre a
amostra DIO e a amostra referéncia, merece ser destacada, pois embora tenham
sido isoladas em diferentes continentes em um intervalo de 40 anos, apresentam
homologia na regido génica analisada. Essa relagdo indica que, embora sujeito a
mutacdes e evolugdo continuas, a amostra aqui isolada se manteve
aparentemente conservada, quando comparada a amostra referéncia. A
homologia da amostra DIO em relacdo as amostras dos hPIV-3 foi um pouco

superior a relatada na literatura por Collins et al. (1996) de 77%.
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6. CONCLUSOES

A técnica de RT-PCR para a deteccdo do bPIV-3 apresentou boa
especificidade, reprodutibilidade e sensibilidade, embora ainda deva ser melhor

avaliada.

Nas condicbes testadas neste estudo a técnica de RT-PCR
apresentou resultados que permitem sua utilizagédo como teste de triagem para
a deteccao do bPIV-3 no controle de qualidade de cultivos celulares em

laboratorios de virologia.

Esta técnica poderia ser utilizada como um teste confirmatoério para o

diagnostico de infeccdes respiratorias humanas por PIV-3.

O resultado parcial do sequenciamento do gene da HN da amostra
DIO sugere que esta apresenta uma homologia de 99% com a amostra
referéncia, cepa SF-4, e 91 a 98% com outras amostras do bPIV-3,

previamente depositadas no Genbank.
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O desenvolvimento da IPX para a deteccdo da presenca do bPIV-3
em cultivos celulares apresentou boa especificidade, embora sua sensibilidade
deva ser melhor avaliada, comparando-a com outros métodos mais sensiveis ja

existentes.
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7. PERSPECTIVAS

Utilizar a técnica de RT-PCR desenvolvida no presente trabalho em
estudos epidemiolégicos, com a finalidade de conhecer a ocorréncia dos virus

bPIV-3 e hPIV-3 no RS, através da coleta de amostras de secrecdes nasais.

Implementar um protocolo para controle de qualidade no laboratoério
de virologia do IPVDF, incluindo a técnica de RT-PCR para a deteccdo de

contaminacdao de cultivos celulares pelo bPIV-3.

Incluir a técnica de RT-PCR na padronizacdo de uma PCR multiplex

a fim de ser utilizada no diagnostico de infec¢des respiratdrias humanas.
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ANEXO |

Alinhamento das sequéncias com o programa CLUSTAL W e posicéo dos
oligonucleotideos degenerados.

Sequéncia 1: Z11575 — hPIV-3........c.......... 2100 bp

Seqiéncia 2: M21649 — hPIV-3................. 2100 bp

Sequéncia 3: NC001796 — hPIV-3............. 2100 bp

Sequéncia 4: ABO12132 — hPIV-3............. 2100 bp

Sequéncia 5: AF178655 — bPIV-3.............. 2100 bp

Sequéncia 6: AF178654 — bPIV-3.............. 2100 bp

Sequéncia 7: D84095 — bPIV-3.................. 2100 bp

711575 GCCATATGTACTAACAAACAAATAACATATCTACAGATCATTAGATATTAAAATTATAAA

M21649 ACCATATGTATTAACAAACAAATIGACAGATCTATAGATCATTAGATATTAAAATTATAAA

NC001796 GCCATATGTACTAACAAACAAATAACATATCTATAGATCATCAGATATTAAGATTATAAA

AB012132 GCCATATGTACTAACAAACAAATAACATATCTATAGATCATCAGATATTAAGATTATAAA

AF178655 GCCGTATATACTGACAAATAGACAATAAGACTATACACGATCAAATATAGAAAGTACAAA

178654 GCCGTATATACTGACAAATAGACAATAAGACTATACACGATCAAATATAAAAAGTACAAA

D84095 ACCGTATGTACTAACAAGTAGACAATGAGATTATACGTGATTAAATATAGAAAGTACAAA
sk Ak Ak Kk Ak ok k| NU— sk K Ak Kk Kk Ak Ak

Pl1—>

711575 AAACTTAGGAGTAAAGTTACGCAATCCAACTCTACTCATATAATTGAGGAAGGACCCAAT

M21649 AAACTTAGGAGTAAAGTTACGCAATTCAACTCTACTCATATAATTGAGAAAGAACCCAAC

NC001796 AAACTTAGGAGTAAAGTTACGCAATCCAACTCTACTCATACAATTGAGAAAGAACCCAAT

AB012132 AAACTTAGGAGTAAAGTTACGCAATCCAACTCTACTCATACAATTGAGAAAGAACCCAAT

AF178655 AAACTTAGGAACAAAGTTGTTCAACACAGCAGCAG-CGAACAGACCCAAAGGCAGCGCAG

178654 AAACTTAGGAACAAAGTTGTTCAACACAGCAGCAC-CGAATAGACCAAAAGGCAGCGCAG

D84095 AAACTTAGGAACAAAGTTGCTCAACACAGCAACAC-CAGACAGACCAAAAGTCAGTGCAG

B R S B R = *Kkx **x X * * * * * * *
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Z11575 AGACAAATCCAAATTCGAGA-TGGAATACTGGAAGCATACCAATCACGGAAAGGATGCTG
M21649 AGACAAATCCAAATCCGAGA-TGGAATACTGGAAGCACACCAATCACGGGAAAGATGCTG
NC001796 AGACAAATCCAAATTCGAGA-TGGAATACTGGAAGCATACCAATCACGGAAAGGATGCTG
AB012132 AGACAAATCCAAATTCGAGA-TGGAATACTGGAAGCATACCAATCACGGAAAGGATGCTG
AF178655 AGGCGACACCGAACCCAAAAATGGAATATTGGAAACACACAAACAGCACAAAAAACACCA
178654 AGGCGACACCAAACTCAAAAATGGAATATTGGAAACACACAAACAGCATAAATAACACCA
D84095 AGACGACACCAAATTCAAAAATGGAATATTGGAAACACACAAACAGCACAAAGGACACTA
T = S U

Z11575 GTAATGAGCTGGAGACGTCTATGGCTACTCATGGCAACAAGCTCACTAATAAGATAATAT
M21649 GTAATGAGCTGGAAACATCCATGGCTACTCATGGCAACAAGATCACCAACAAGATAACAT
NC001796 GTAATGAGCTGGAGACGTCCATGGCTACTCATAACAACAAGCTCACTAATAAGATAATAT
AB012132 GTAATGAGCTGGAGACGTCCATGGCTACTCATAACAACAAGCTCACTAATAAGATAATAT
AF178655 ACAATGAAACCGAAACAACCAGAGGCAAACACAGTAGCAAGGTTACAAATATCATAATGT
178654 ACAATGAAACCGAAACAGCCAGAGGCAAACATAGTAGCAAGGTTACAAATATCATAATGT
D84095 ACAATGAACTTGGGACAACCAGAGACAGACACAGCAGCAAAGCCACAAATATCATAATGT

Kk * kA Kk ok Kk Kk Kk * Akk N T e
Z11575 ACATATTATGGACAATAATCCTGGTGTTATTATCAATAGTCTTCATCATAGTGCTAATTA
M21649 ATATATTATGGACAATAATCCTGGTGTTATTATCAATAGTCTTCATCATAGTGCTAATTA
NC001796 ATATATTATGGACAATAATCCTGGTGTTATTATCAATAGTTTTCATCATAGTGCTAATTA
AB012132 ATATATTATGGACAATAATCCTGGTGTTATTATCAATAGTTTTCATCATAGTGCTAATTA
AF178655 ACACCTTCTGGACAATAACATCAACAATATTATTAGTCATTTTTATAATGATATTGACAA
178654 ACACCTTCTGGACAATAACATTAACAATATTATCAGTCATTTTTATAATGATATTGACAA

D84095 ACATCTTCTGGACAACAACATCAACAATATTATCAGTCATTTTTATAATGATATTGATAA

* * KA AAxAAXAA Kk *Kkkhkkhkkkx K X * *k KXk X% * * * *
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Z11575 ATTCCATCAAAAGTGAAAAGGCCCACGAATCATTGCTGCAAGACATAAATAATGAGTTTA
M21649 ATTCCATCAAAAGTGAAAAAGCCCATGAATCATTGCTACAAGACGTAAACAATGAGTTTA
NC001796 ATTCCATCAATAGTGAAAAGGTCCATAATTCATTGCTACAAGAAATAAATAATGAGTTTA
AB012132 ATTCCATCAATAGTGAAAAGGTCCATAATTCATTGCTACAAGAAATAAATAATGAGTTTA
AF178655 ACTTAATTCAAGAGAACAATCATAATAAATTAATGTTGCAGGAAATAAGAAAAGAATTCG
178654 ACTTAATTCAAGAGAACAATCATAATAAATTAATGTTGCAGGAAATAAGAAAAGAATTCG
D84095 ATTTAATTCAAGAGAACAATCACAACAAATTAATGTTGCAGGAAATAAGGAAAGAATTCG
- N Kk kK Kk K KA Kk Kk kK Ak Kk

Z11575 TGGAAATTACAGAAAAGATCCAAATGGCATCGGATAATACCAATGATCTAATACAGTCAG
M21649 TGGAAGTTACAGAAAAGATCCAAATGGCATCGGATAATATTAATGATCTAATACAGTCAG
NC001796 TGGAGATTACAGAAAAGATCCAAATGGCATCGGATAATACCAATGATCTAATACAGTCAG
AB012132 TGGAGATTACAGAAAAGATCCAAATGGCATCGGATAATACCAATGATCTAATACAGTCAG
AF178655 CGGCAATAGACACCAAGATTCAGAGGACCTCGGATGACATTGGAACCTCAATACAGTCAG
178654 CGGCAATAGACACCAAGATTCAGAGGACTTCGGATGACATTGGAACCTCAATACAGTCAG
D84095 CAGCAATAGATACCAAAATTCAAAAGACCTCAGATGACATTGGTACCTCAATACAATCAG

* % Kk Kk kK K K K kK KAk K K A
Z11575 GAGTGAATACAAGGCTTCTTACAATTCAGAGTCATGTCCAGAATTACATACCAATATCAT
M21649 GAGTGAATACAAGGCTTCTTACAATTCAGAGTCATGTCCAGAATTATATACCGATATCAT
NC001796 GAGTGAACACAAGGCTTCTTACAATTCAGAGTCATGTCCAGAATTATATACCAATATCAT
AB012132 GAGTGAACACAAGGCTTCTTACAATTCAGAGTCATGTCCAGAATTATATACCAATATCAT
AF178655 GAATAAATACAAGACTTCTCACAATTCAGAGTCATGTTCAAAACTATATCCCACTATCAC
178654 GAATAAATACAAGACTTCTCACAATTCAGAGTCATGTTCAAAACTATATCCCACTATCAT
D84095 GAATAAACACAAGACTTCTTACAATTCAGAGTCATGTTCAAAACTATATTCCATTATCAT

dox Kk dk Kk Ak dk Ak okdokk
P3 >
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Z11575 TGACACAACAGATGTCAGATCTTAGGAAATTCATTAGTGAAATTACAATTAGAAATGATA
M21649 TGACACAACAAATGTCGGATCTTAGGAAATTCATTAGTGAAATTACAATTAGGAATGATA
NC001796 TGACACAACAGATGTCGGATCTTAGGAAATTCATTAGTGAAATTACAATTAGAAATGATA
AB012132 TGACACAACAGATGTCGGATCTTAGGAAATTCATTAGTGAAATTACAATTAGAAATGATA
AF178655 TAACACAACAAATGTCAGATCTCAGAAAATTTATCAATGATCTAACAAATAAAAGAGAAC
178654 TAACACAACAAATGTCAGATCTCAGAAAATTTATCAATGATCTAACAAATAAAAGAGAAC
D84095 TAACACAACAAATGTCAGATCTCAGAAAATTTATCAACGATCTCACGACTAAAAGAGAAC
* o T
Z11575 ATCAAGAAGTGCTGCCACAAAGAATAACACATGATGTAGGTATAAAACCTTTAAATCCAG
M21649 ATCGAGAAGTGCCTCCACAAAGAATAACACATGATGCGGGCATAAAACCTTTAAATCCAG
NC001796 ATCAAGAAGTGCCGCAACAAAGAATAACACATGATGTAGGTATAAAACCTTTAAATCCAG
AB012132 ATCAAGAAGTGCCGCAACAAAGAATAACACATGATGTAGGTATAAAACCTTTAAATCCAG
AF178655 ATCAAGAAGTGCCAATACAGAGAATGACTCATGATAGAGGTATAGAACCCCTAAATCCAG
178654 ATCAAGAAGTGCCAATACAGAGAATGACTCATGATAGAGGTATAGAACCCCTAAATCCAA
D84095 ATCAAGAGGTACCAATACAGAGAATGACTCATGATAGTGGTATAGAACCTCTAAATCCGG
Kk Akk Ak ok Kk kKA Ak KAAAAK Ak Akk AAAK  AkAAkAA
Z11575 ATGATTTTTGGAGATGCACGTCTGGTCTTCCATCTTTAATGAAAACTCCAAAAATAAGGT
M21649 ATGATTTTTGGAGATGCACGTCTGGTCTTCCATCTTTAATGAAAACTCCAAAAATAAGGT
NC001796 ATGATTTTTGGAGGTGCACGTCTGGTCTTCCATTTTTAATGAGAAACCCAAAAATAAGGT
AB012132 ATGATTTTTGGAGGTGCACGTCTGGTCTTCCATTTTTAATGAGAAACCCAAAAATAAGGT
AF178655 ACAAGTTCTGGAGGTGTACATCTGGTAACCCATCTCTAACAAGTAGTCCTAAGATAAGGT
178654 ACAAGTTCTGGAGGTGTACATCTGGTAACCCATCTCTAACAAGTAGTCCTAAGATAAGGT

D84095 ACAAATTCTGGAGATGTACATCTGGTAATCCATCTTTAACAAGTAGTCCCAAGATAAGAC

* * Kk KAErXA KKk KKk * K*k* * * **x KKk Kkkkhkk
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Z11575 TAATGCCAGGGCCGGGATTATTAGCTATGCCAACGACTGTTGATGGCTGTGTTAGAACTC
M21649 TAATGCCGGGGCCGGGATTATTAGCTATGCCAACGACTGTTGATGGCTGTGTTAGAACTC
NC001796 TAATGCCAGGGCCGGGATTATTAGCCATGCCAACGACTGTTGATGGCTGTGTCAGAACTC
AB012132 TAATGCCAGGGCCGGGATTATTAGCCATGCCAACGACTGTTGATGGCTGTGTCAGAACTC
AF178655 TAATACCAGGGCCAGGTTTATTAGCAACATCTACTACAGTAAATGGCTGTATTAGAATCC
178654 TAATACCAGGACCAGGTTTATTAGCAACATCTACTACAGTAAATGGCTGTATTAGAATTC
D84095 TAATACCAGGGCCAGGTTTATTAGCAACATCCACTACTGTAAATGGCTGCATTAGACTCC

Fkkk Kk Kk Kk ke kdkkdkkd Kk Kk Kk Kk Rkkkokkk ok kkk %
Z11575 CGTCTTTAGTTATAAATGATCTGATTTATGCTTATACCTCAAATCTAATTACTCGAGGTT
M21649 CGTCCTTAGTTATAAATGATCTGATTTATGCTTATACCTCAAATCTAATTACTCGAGGTT
NC001796 CGTCCTTAATTATAAATGATCTGATTTATGCTTATACCTCAAATCTAATTACTCGAGGTT
AB012132 CGTCCTTAATTATAAATGATCTGATTTATGCTTATACCTCAAATCTAATTACTCGAGGTT
AF178655 CATCGTTAGCAATCAATCATTTAATCTACGCTTACACCTCTAATCTTATCACCCAGGGCT
178654 CATCGTTAGTAATCAATCATCTAATCTATGCTTACACCTCTAATCTTATTACCCAGGGCT
D84095 CATCTTTAGCAATCAATAATCTAATCTACGCTTACACCTCTAATCTTATTACCCAGGGCT

K okk kkk kk kkk Rk K kk Ak kAR RRkkR RRkRA Rk kA Kk kk ok
Z11575 GTCAGGATATAGGAAAATCATATCAAGTCTTACAGATAGGGATAATAACTGTAAACTCAG
M21649 GCCAGGATATAGGAAAATCATATCAAGTATTACAGATAGGGATAATAACTGTAAACTCAG
NC001796 GTCAGGATATAGGAAAATCATACCAAGTCTTACAGGTAGGGATAATAACTGTAAACTCAG
AB012132 GTCAGGATATAGGAAAATCATACCAAGTCTTACAGGTAGGGATAATAACTGTAAACTCAG
AF178655 GTCAAAATATAGGGAAATCTTACCAAGTACTACAAATAGGGATAATTIACTATAAATTCGG
178654 GTCAAGATATAGGGAAATCTTACCAAGTACTACAAATAGGGATAATTIACTATAAATTCGG
D84095 GTCAAGATATAGGAAAATCTTACCAAGTACTACAAATAGGGATAATTIACTATAAATTCAG

- . wx %

PS5 —»




Z11575

M21649

NC001796

AB012132

AF178655

178654

D84095

Z11575

M21649

NC001796

AB012132

AF178655

178654

D84095

Z11575

M21649

NC001796

AB012132

AF178655

178654

D84095
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ACTTGGTACCTGACTTAAATCCTAGGATCTCTCATACCTTTAACATAAATGACAATAGGA

ACTTGGTACCTGACTTAAATCCTAGGATCTCTCATACTTTCAACATA

AATGACAATAGAA

ACTTGGTACCTGACTTAAATCCCAGGTTCTCTCATACTTTCAACATAAATGACAATAGGA

ACTTGGTACCTGACTTAAATCCCAGGTTCTCTCATACTTTCAACATA

ACCTAGTACCTGATTTAAATCCCAGAGTCACACATACATTTAATATT

ACCTAGTACCTGATTTAAACCCCAGAGTCACACATACATTTAATATT

ATTTGGTACCTGATTTGAACCCAAGAGTCACACATACATTTAATATT

* * FEAAAFA XA KXk KXk Ak KK *k K FhkE Ik Fk KXk Kk

PS5

AATGACAATAGGA

GATGATAATAGGA

GATGATAATAGAA

GATGACAATAGGA

*hkik Fhkihkkikk X

AGTCATGTTCTCTAGCACTCCTAAATACAGATGTATATCAACTGTGT]

AGTCATGTTCTCTAGCACTCCTAAACACAGATGTATATCAACTGTGT]

AGTCATGTTCTCTAGCACTCCTAAATACAGATGTATATCAACTGTGT]

AGTCATGTTCTCTAGCACTCCTAAATACAGATGTATATCAACTGTGT]

AATCTTGCTCTCTGGCACTATTGAATACAGATGTTTATCAGTTATGCG

GATCTTGCTCTCTGGCACTATTGAATACAGATGTTTATCAGTTATGC

AATCCTGCTCCCTTGCACTATTGAACACAGATGTTTATCAACTATGT]

ECE e S Sl S o * X% * K%

ITCAACTCCCAAAG

[TCGACTCCCAAAG

ITCAACTCCCAAAG

[TCAACTCCCAAAG

ITCAACACCAAAAG

ITCAACACCAAAAG

[TCAACCCCAAAAG

kx *k *k Khkkk

«— P4

TTGATGAAAGATCAGATTATGCATCATCAGGCATAGAAGATATTGTA

TTGATGAAAGATCAGATTATGCATCATCAGGCATAGAAGATATTGTA

TTGATGAAAGATCAGATTATGCATCATCAGGCATAGAAGATATTGTA

TTGATGAAAGATCAGATTATGCATCATCAGGCATAGAAGATATTGTA

TTGATGAGAGATCCGATTATGCATCAACAGGTATTGAGGATATTGTA

TTGATGAAAGATCCGATTATGCATCAACAGGTATTGAGGATATTGTA

TTGATGAGAGATCAGATTACGCATCAACAGGTATTGAGGACATTGTA

CTTGATATTGTCA

CTTGATATCGTCA

CTTGATATTGTCA

CTTGATATTGTCA

CTTGACATTGTCA

CTTGACATTGTCA

CTTGACATTGTCA

**x Kk KKk

P4

**
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Z11575 ATTATGATGGTTCAATCTCAACAACAAGATTTAAGAATAATAACATAAGCTTTGATCAAC
M21649 ATCATGATGGTTCAATCTCAACAACAAGATTTAAGAACAATAATATAAGTTTTGATCAAC
NC001796 ATTATGATGGCTCAATCTCAACAACAAGATTTAAGAATAATAACATAAGCTTTGATCAAC
AB012132 ATTATGATGGCTCAATCTCAACAACAAGATTTAAGAATAATAACATAAGCTTTGATCAAC
AF178655 CTAATAATGGATTAATTATAACAACAAGGTTTACAAATAATAATATAACTTTTGATAAAC
178654 CTAATAATGGATTAATTATAACAACAAGGTTTACAAATAATAATATAACTTTTGATAAAC
D84095 CTAGTAATGGATTAATTATAACAACAAGATTCACGAATAATAATATAACTTTTGATAAAC
KK KAAK K AAA ARAAARAAA A kAR A

Z11575 CATATGCTGCACTATACCCATCTGTTGGACCAGGGATATACTACAAAGGCAAAATAATAT
M21649 CATATGCGGCATTATACCCATCTGTTGGACCAGGGATATACTACAAAGGCAAAATAATAT
NC001796 CCTATGCTGCACTATACCCATCTGTTGGACCAGGGATATATTACAAAGGCAAAATAATAT
AB012132 CCTATGCTGCACTATACCCATCTGTTGGACCAGGGATATATTACAAAGGCAAAATAATAT
AF178655 CGTATGCAGCATTGTATCCATCAGTAGGACCAGGAATCTATTATAAGGGTAAAGTTATAT
178654 CGTATGCAGCATTGTATCCATCAGTGGGACCAGGAATCTATTATAAGGATAAAGTTATAT
D84095 CTTATGCAGCATTATATCCATCAGTAGGACCAGGAATATATTATAAAGACAAAGTTATCT
K oRAAKK AAK Kk kK ARAAA Ak AAAAAKAK Ak Ak kk kk ok kkk Kk Ak K

Z11575 TTCTCGGGTATGGAGGTCTTGAACATCCAATAAATGAGAATGTAATCTGCAACACAACTG
M21649 TTCTCGGGTATGGAGGTCTTGAACATCCAATAAATGAGAATGCAATCTGCAACACAACTG
NC001796 TTCTCGGGTATGGAGGTCTTGAACATCCAATAAATGAGAATGTAATCTGCAACACAACTG
AB012132 TTCTCGGGTATGGAGGTCTTGAACATCCAATAAATGAGAATGTAATCTGCAACACAACTG
AF178655 TTCTCGGATATGGAGGTCTAGAGCATGAAGAAAACGGAGACGTAATATGTAATACAACTG
178654 TTCTCGGATATGGAGGTCTAGAGCATGAAGAAAACGGAGACGTAATATGTAATACAACTG

D84095 TCCTCGGATATGGAGGTCTAGAGCATGAAGAAAACGGGGACGTAATATGCAACACAACTG

* *Kk Kkk * **xk*x * * K* FKkhkkh KAk Kk KhAkhAk
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Z11575 GGTGCCCCGGGAAAACACAGAGAGACTGTAATCAAGCGTCTCATAGTCCATGGTTTTCAG
M21649 GGTGTCCCGGGAAAACGCAGAGAGACTGCAATCAGGCATCTCATAGTCCTTGGTTTTCAG
NC001796 AGTGTCCCGGGAAAACACAGAGAGACTGCAATCAGGCATCTTATAGTCCATGGTTTTCAG
AB012132 AGTGTCCCGGGAAAACACAGAGAGACTGCAATCAGGCATCTTATAGTCCATGGTTTTCAG
AF178655 GTTGTCCTGGCAAAACACAGAGAGACTGTAATCAGGCTTCTTATAGCCCATGGTTCTCAA
178654 GTTGTCCTGGCAAAACACAGAGAGACTGTAATCAGGCTTCTTATAGCCCATGGTTCTCAA
D84095 GTTGTCCTGGCAAAACACAGAGAGACTGCAATCAGGCCTCTTACAGCCCATGGTTCTCAA
N dk Ak e ek Ak Aok ek
Z11575 ATAGGAGGATGGTCAACTCCATCATTIGTTGTTGACAAAGGCTTAAACTCAATTCCAAAAT
M21649 ACAGAAGGATGGTCAACTCCATTATTGTTGTTGACAAGGGCTTAAACTCAATTCCAAAGC
NC001796 ATAGGAGGATGGTCAACTCCATCATTIGTTGTTGACAAAGGCTTAAACITCAATTCCAAAAT
AB012132 ATAGGAGGATGGTCAACTCCATCATTIGTTGTTGACAAAGGCTTAAACTCAATTCCAAAAT
AF178655 ATAGGAGAATGGTAAACTCTATTATTGTTGTTGATAAAGGCATAGATIGCAACTTTTAGCT
178654 ATAGGAGAATGGTAAACTCTATTATTIGTTGTTGATAAAGGCATAGATIGCAACTTTTAGCT
D84095 ATAGGAGAATGGTAAATTCCATTATCGTTGTTGATAAAGGTATAGATIACAACCTTTAGCT
e *
P7 >
Z11575 TGAAAGTATGGACGATATCTATGCGACAAAATTACTGGGGGTCAGAAGGAAGGTTACTTC
M21649 TGAAGGTATGGACGATATCCATGAGACAAAATTACTGGGGGTCAGAAGGAAGGCTACTTC
NC001796 TAAAGGTATGGACAATATCTATGAGACAAAATTACTGGGGGTCAGAAGGAAGGTTGATTC
AB012132 TAAAGGTATGGACAATATCTATGAGACAAAATTACTGGGGGTCAGAAGGAAGGTTGATTC
AF178655 TGAGGGTGTGGACTATTCCAATGAGCCAAAATTATTGGGGATCAGAAGGAAGATTACTTT
178654 TGAGGGTGTGGACTATTCCAATGAGCCAAAATTATTGGGGATCAGAAGGAAGATTACTTT

D84095 TAAGAGTGTGGACTATTCCAATGAGACAAAACTATTGGGGGTCAGAAGGAAGACTGCTTT

* * KKk KXkAAk *Kk * **k*x X ** * **
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Z11575 TACTAGGTAACAAGATCTATATATATACAAGATCTACAAGTTGGCATAGCAAGTTACAAT
M21649 TACTAGGTAACAAGATCTATATATATACAAGATCTACAAGTTGGCATAGCAAGTTACAAT
NC001796 TACTAGGTAACAAGATCTATATATATACAAGATCTACAAGTTGGCATAGCAAATTACAAT
AB012132 TACTAGGTAACAAGATCTATATATATACAAGATCTACAAGTTGGCATAGCAAATTACAAT
AF178655 TATTAGGTGACAGAATATACATATATACTAGATCCACAAGTTGGCACAGTAAATTACAGT
178654 TATTAGGTGACAGAATATACATATATACTAGATCCACAAGTTGGCACAGTAAATTACAGT
D84095 TATTAGGTGACAGAATATACATATATACTAGATCTACGAGTTGGCACAGTAAATTACAGT

do Ak gk ek Kk ok U U M

< P6

Z11575 TAGGAATAATTGATATTACTGATTACAGTGATATAAGGATAAAATGGACATGGCATAATG
M21649 TAGGAATAATTGATATTACTGATTACAGTGATATAAGAATAAAATGGACATGGCATAATG
NC001796 TAGGAATAATTGATATTACTGATTACAGTGATATAAGGATAAAATGGACATGGCATAATG
AB012132 TAGGAATAATTGATATTACTGATTACAGTGATATAAGGATAAAATGGACATGGCATAATG
AF178655 TAGGGGTAATTGATATTTCTGATTATAATAATATAAGAATAAATTGGACTTGGCATAATG
178654 TAGGGGTAATTGATATTTCTGATTATACTAATATAAGAATAAATTGGACTTGGCATAATG
D84095 TAGGGGTAATTGACATTTCTGATTTTAATAATATAAGAATAAATTGGACTTGGCATAATG

T
Z11575 TGCTATCAAGACCAGGAAACAATGAATGTCCATGGGGACATTCATGTCCAGATGGATGTA
M21649 TGCTATCAAGACCAGGAAACAATGAATGTCCATGGGGACATTCATGCCCAGATGGATGTA
NC001796 TGCTATCAAGACCAGGAAACGATGAATGTCCATGGGGACATTCATGTCCAAATGGATGTA
AB012132 TGCTATCAAGACCAGGAAACGATGAATGTCCATGGGGACATTCATGTCCAAATGGATGTA
AF178655 TACTATCACGGCCAGGAAATGATGAATGTCCATGGGGTCATTCATGCCCAGACGGATGTA
178654 TACTATCACGGCCAGGGAATGATGAATGTCCATGGGGTCATTCATGCCCAGACGGATGTA

D84095 TACTATCACGGCCAGGGAATGATGAATGTCCATGGGGTCATTCATGCCCAGACGGATGCA

* * ** *hk K Fhkkkkh X
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Z11575 TAACAGGAGTATATACTGATGCATATCCACTCAATCCCACAGGGAGCATTGTGTCATCTG
M21649 TAACAGGAGTATATACTGATGCATATCCACTCAATCCCACAGGGAGCATTGTGTCATCTG
NC001796 TAACAGGAGTATATACTGATGCGTATCCACTAAATCCCACAGGGAGCATTGTGTCATCTG
AB012132 TAACAGGAGTATATACTGATGCGTATCCACTAAATCCCACAGGGAGCATTGTGTCATCTG
AF178655 TAACAGGAGTTTACACTGATGCATATCCGCTAAACCCATCGGGGAGTGTTGTATCATCAG
178654 TAACAGGAGTTTACACTGATGCATATCCGCTAAACCCATCGGGGAGTGTTGTATCATCAG
D84095 TAACAGGAGTTTACACTGATGCATATCCACTAAACCCATCAGGGAGTATTGTATCCTCAG
- Kk Kk KKk KkkkR Rkkk Kk Kk %

Z11575 TCATATTAGACTCACAAAAATCGAGAGTGAACCCAGTCATAACTTACTCAACAGCAACCG
M21649 TCATATTAGACTCGCAAAAATCGAGAGTAAACCCAGTCATAACTTACTCAACATCAACTG
NC001796 TCATACTAGACTCACAGAAATCGAGAGTGAACCCAGTCATAACTTACTCAACAGCAACTG
AB012132 TCATACTAGACTCACAGAAATCGAGAGTGAACCCAGTCATAACTTACTCAACAGCAACTG
AF178655 TAATTCTTGACTCACAAAAGTCTAGAGAAAACCCAATCATTACCTACTCAACAGCTACAA
178654 TAATTCTTGATTCACAAAAGTCTAGAGAAAACCCAATCATTACTTACTCAACAGCTACAA
D84095 TCATTCTTGATTCACAAAAATCCAGAGAAAACCCAATCATTACCTATTCAACAGCTACAA

KAk ok kk ko Ak ko ko kkkk kA kkkok Ak Ak kokkkkok ok ko
Z11575 AAAGAGTAAACGAGCTGGCCATCCTAAACAGAACACTCTCAGETGGATATACAACAACAA
M21649 AAAGGGTAAACGAGCTGGCCATCCGAAACAAAACACTCTCAGECTGGATATACAACAACGA
NC001796 AAAGAGTAAACGAGCTGGCCATCAGAAACAGAACACTCTCAGETGGATATACAACAACAA
AB012132 AAAGAGTAAACGAGCTGGCCATCAGAAACAGAACACTCTCAGECTGGATATACAACAACAA
AF178655 ATAGAATAAATGAATTAGCTATATATAACAGAACACTTCCAGCTGCATATACAACAACAA
178654 ATAGAATAAATGAATTAGCTATATATAACAGAACACTTCCAGETGCATATACAACAACAA
D84095 ATAGGGTAAATGAATTGGCTATATACAACAGAACACTTCCAGETGCATACACAACAACAA
K okk AkkK Kk K kK Ak — *
«~ P8
P9 —»
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Z11575 GCTGCATTACACACTATAACAAAGGATATTGTTTTCATATAGTAGAAATAAATCATAAAA
M21649 GCTGECATTACACACTATAACAAAGGATATTGTTTTCATATAGTAGAAATAAATCATAAAA
NC001796 GCTGCATTACACACTATGACAAAGGATATTGTTTTCATATAGTAGAAATAAATCAGAAAA
AB012132 GCTGCATTACACACTATGACAAAGGATATTGTTTTCATATAGTAGAAATAAATCAGAAAA
AF178655 ATTGTATCACACATTATGATAAAGGGTATTGTTTTCATATAGTAGAAATAAATCACAGAA
178654 ATTGTATCACACATTATGATAAAGGGTATTGTTTTCATATAGTAGAAATAAATCACAGAA
D84095 ATTGTATCACACACTATGATAAAGGGTATTGTTTTCATATAGTAGAAATAAATCACAGAA

Kh Ak AAAAA kK Kk * Ak

P9
Z11575 GCTTAAACACATTTCAACCCATGTTGTTCAAAACAGAGATTCCAAAAAGCTGCAGTTAAT
M21649 GCTTAGACACATTCCAACCTATGTTGTTCAAAACAGAGATTCCAAAAAGCTGCAGTTAAT
NC001796 GTTCAAACACATTTCAACCTATGTTGTTCAAAACAGAGATTCCAAAAAGCTGCAGTCAAT
AB012132 GTTCAAACACATTTCAACCTATGTTGTTCAAAACAGAGATTCCAAAAAGCTGCAGTCAAT
AF178655 GTTTGAATACGTTTCAACCTATGTTATTCAAAACAGAAGTTCCAAAAAACTGCAGCTAAA
178654 GTTTGAATACGTTTCAACCTATGTTATTCAAAACAGAAGTTCCAAAAAACTGCAGCTAAA
D84095 GTTTGAACACGTTTCAACCTATGTTATTTAAAACAGAAGTTCCGAAAAACTGCAGCTAAA
* ok ok Ak Ak - T T e

Z11575 CATAATTAAC-CATAATATGCATCAATCTATCTATAATACAAGTATATGATAAGTAAT-C
M21649 CATAATTAAC-CATAATATGTATTAACCTATCTATAATACAAGTATATGATAAGTAAT-C
NC001796 CATAATTAAC-CATAATATGCATTAACCTATCTATAATACAAGTATATGATAAGTAAT-C
AB012132 CATAATTAAC-CATAATATGCATTAACCTATCTATAATACAAGTATATGATAAGTAAT-C
AF178655 T-TGATCATCGCATATCGGATGCCAGATGACATTAAAAGAGACCACCAGACAGACAACAC
178654 T-TGATCATCGCATATCGGATGCAAGATGACATTAAAAGAGACCACCAGACAGACAACAC

D84095 C-TGATCCCCGCACACTGAACATTAGATGACACACATAGAAACCACCAAACAGACAACAC

* **x * KXk X * * * * *x * * **x *
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711575 AGCA-ATCAGACAATAGACAAAAGGGAAATATAAAAAACT TAGGAGCAAAGCGTGCTCGG
M21649 AGCA-ATCAGACAATAGATAAAAGAGAAATATAAAAAACT TAGGAGCAAAGCATGCTCGA
NC001796 AGCA-ATCAGACAATGGACAAAAGGAAAATATAAAAAACTTAGGAGCAAAGCGTGCTCGG
AB012132 AGCA-ATCAGACAATGGACAAAAGGAAAATATAAAAAACT TAGGAGCAAAGCGTGCTCGG
AF178655 AGGAGATGATGCAA--GATATAAAGGAATAATAAAAAACT TAGGAGAAAAGTGTGCAAGA
178654 AGGAGACGATGCAA--GATATAAAGAAATAATAAAAAACT TAGGAGAAAAGTGTGCAAGA
D84095 AGGAGATAATGCAA--GACACAAAGAAATTACAAAAAACT TAGGAGGAAAGTGTGTACAA
ak ok ke ke Akk kk ok ek kk & fdcdese ek ek
711575 GAAATGGACACTGAATCTAACAATGGCACTGTATCTGACATACTCTATCCTGAGTGTCAC
M21649 AAAATGGACACTGAATCTAACAATGGCACTGTATCTGACATACTCTATCCTGAGTGTCAC
NC001796 AAAATGGACACTGAATCTAACAATGGCACTGTATCTGACATACTCTATCCTGAGTGTCAC
AB012132 AAAATGGACACTGAATCTAACAATGGCACTGTATCTGACATACTCTATCCTGAGTGTCAC
AF178655 AAAATGGACACTGAATCCCACAGCGGCACAACATCTGACATTCTGTACCCTGAATGTCAC
178654 AAAATGGACACCGAGTCCCACAGCGGCACAACATCTGACATTCTGTACCCTGAATGTCAC
D84095 GAGATGGACACCGAATCCCACAGCGGTACAACATCTGACATTCTGTATCCTGAATGTCAC
do dededcddededode et e dedde dede dede ek e sk ekt stk
P10
711575 CTTAACTCTCCTATCGTTAAAGGTAAAATAGCACAATTACACACTATTATGAGTCTACCT
M21649 CTTAATTCTCCTATCGTTAAGGGTAAAATAGCACAATTACACACTATTATGAGTCTACCA
NC001796 CTTAACTCTCCTATCGTTAAAGGTAAAATAGCACAATTACACACTATTATGAGTCTACCT
AB012132 CTTAACTCTCCTATCGTTAAAGGTAAAATAGCACAATTACACACTATTATGAGTCTACCT
AF178655 CTCAATTCTCCTATAGTITAAAGGAAAAATAGCACAACTGCATACAATAATGAGTTTGCCC
178654 CTCAATTCTCCTATAGTTAAAGGAAAGATAGCACAACTGCATACAATAATGAGTTTGCCT
D84095 CTCAATTCTCCTATAGTTAAAGGCAAGATAGCACAACTGCATACCATAATGAGTTTGCCT
B e e e % e e e e % e
« P10
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NC001796
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CAGC

CAGC

CAGC
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BLAST das sequéncias de nucleotideos da amostra DIO P3/P6 e amostra
referéncia (SF-4) Genbank ( nr. AF178655).

Homologia = 99%
Fragmneto = 989 bp

P3/P6: 1

ttcagagtcatgttcaaaactatatcccactatcactaacacaacaaatgtcagatctca 60

AF17865: 7104 ttcagagtcatgttcaaaactatatcccactatcactaacacaacaaatgtcagatctca 7163

P3/P6: 61

AF178655: 7164

P3/P6: 121

AF178655: 7224

P3/P6: 181

AF178655: 7284

P3/P6: 241

AF178655: 7344

P3/P6: 301

AF178655: 7404

P3/P6: 361

AF178655: 7464 aag

P3/P6: 421

AF178655: 7524

P3/P6: 481

AF178655: 7584

P3/P6: 541

AF178655: 7644

gaaaatttatcaatgatctaacaaataaaagagaacatcaagaagtgccaatacagagaa 120

gaaaatttatcaatgatctaacaaataaaagagaacatcaagaagtgccaatacagagaa 7223

tgactcatgatagaggtatagaacccctaaatccagacaagttctggaggtgtacatctg 180

LR RN N NN RN RN NN RN RN RN RN RN RRRRRR
tgactcatgatagaggtatagaacccctaaatccagacaagttctggaggtgtacatctg 7283

gtaacccatctctaacaagtagtcctaagataaggttaataccagggccaggtttattag 240
RN RN RN RN NN RN NN RN R RN RN
gtaacccatctctaacaagtagtcctaagataaggttaataccagggccaggtttattag 7343

caacatctactacagtaactggctgtattagaatcccatcgttagcaatcaatcatttaa 300

FERRETRRrne e reeeneeene e n et tn e e e
caacatctactacagtaaatggctgtattagaatcccatcgttagcaatcaatcatttaa 7403

tctacgcttacacctctaatcttatcacccagggctgtcaagatatagggaaatcttacc 360

PR e e e e e e e e e e e ey e e e e et
tctacgcttacacctctaatcttatcacccagggctgtcaaaatatagggaaatcttacc 7463

aagtactacaaatagggataattactataaattcggacctagtacctgatttaaatccca 420

tactacaaatagggataattactataaattcggacctagtacctgatttaaatccca 7523

gagtcacacatacatttaatattgatgataataggaaatcttgctctctggcactattga 480

teerrrrrnnnneennnnenenennnneeneeeennnneeennnnn
gagtcacacatacatttaatattgatgataataggaaatcttgctctctggcactattga 7583

atacagatgtttatcagttatgctcaacaccaaaagttgatgagagatccgattatgcat 540
therreerennnereennnneeeeeeeeeeeeeeeeeeeneeeennn
atacagatgtttatcagttatgctcaacaccaaaagttgatgagagatccgattatgcat 7643

caacaggtattgaggatattgtacttgacattgtcactaataatggattaattataacaa 600

FEERernerrnerneenneree e e e e r et e e e e e
caacaggtattgaggatattgtacttgacattgtcactaataatggattaattataacaa 7703



P3/P6: 601

AF178655: 7704

P3/P6: 661

AF178655: 7764

P3/P6: 721

AF178655: 7824

P3/P6: 781

AF178655: 7884

P3/P6: 841

AF178655: 7944

P3/P6: 901

AF178655: 8004 ¢

P3/P6: 961

AF178655: 8064

144

caaggtttacaaataataatataacttttgataaaccgtatgcagcattgtatccatcag 660

PEEEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e et e e el
caaggtttacaaataataatataacttttgataaaccgtatgcagcattgtatccatcag 7763

taggaccaggaatctattataagggtaaagttatatttctcggatatggaggtctagagc 720

RN RN RN RN NN R RN RN NN RN RN RRR RN RN RRRRR
taggaccaggaatctattataagggtaaagttatatttctcggatatggaggtctagagc 7823

atgaagaaaacggagacgtaatatgtaatacaactggttgtcctggcaaaacacagagag 780

RN NN RN RN NN NN RN NN RN RN NN RN RN
atgaagaaaacggagacgtaatatgtaatacaactggttgtcctggcaaaacacagagag 7883

actgtaatcaggcttcttatagcccatggttctcaaataggagaatggtaaactctatta 840

FEERreennerne e e et nee et e e e et
actgtaatcaggcttcttatagcccatggttctcaaataggagaatggtaaactctatta 7943

ttgttgttgataaaggcatagatgcaacttttagcttgagggtgtggactattccaatga 900

RN RN N RN RN NN RN RN NN NN RN RN NN RN RN
ttgttgttgataaaggcatagatgcaacttttagcttgagggtgtggactattccaatga 8003

ttggggat t 960

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII 1 coss

atactagatccacaagttggcacagtaaa 989

RN RRRR RN RN RN RN
atactagatccacaagttggcacagtaaa 8092
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BLAST das sequéncias de nucleotideos da amostra DIO P3/P6 e amostra de
bPI1V-3 do Genbank ( nr. AF178654).

Homologia = 98%
Fragmento = 989 bp

P3/P6: 1

AF178654: 7104

P3/P6: 61

AF178654: 7164

P3/P6: 121

AF178654: 7224

P3/P6: 181

AF178654: 7284

P3/P6: 241

AF178654: 7344

P3/P6: 301

AF178654: 7404

P3/P6: 361

AF178654: 7464

P3/P6: 421

AF178654: 7524

P3/P6: 481

AF178654: 7584

P3/P6: 541

AF178654: 7644

ttcagagtcatgttcaaaactatatcccactatcactaacacaacaaatgtcagatctca 60

ttcagagtcatgttcaaaactatatcccactatcattaacacaacaaatgtcagatctca

gaaaatttatcaatgatctaacaaataaaagagaacatcaagaagtgccaatacagagaa

gaaaatttatcaatgatctaacaaataaaagagaacatcaagaagtgccaatacagagaa

tgactcatgatagaggtatagaacccctaaatccagacaagttctggaggtgtacatctg

tgactcatgatagaggtatagaacccctaaatccaaacaagttctggaggtgtacatctg

gtaacccatctctaacaagtagtcctaagataaggttaataccagggccaggtttattag

FERRETRE R e et e e e et e e e ey et
gtaacccatctctaacaagtagtcctaagataaggttaataccaggaccaggtttattag

caacatctactacagtaactggctgtattagaatcccatcgttagcaatcaatcatttaa

caacatctactacagtaaatggctgtattagaattccatcgttagtaatcaatcatctaa

tctacgcttacacctctaatcttatcacccagggctgtcaagatatagggaaatcttacc

PEEE Teerennneereeennnnr eeeennnen e e e e e et e e el
tctatgcttacacctctaatcttattacccagggctgtcaagatatagggaaatcttacc

aagtactacaaatagggataattactataaattcggacctagtacctgatttaaatccca

aagtactacaaatagggataattactataaattcggacctagtacctgatttaaacccca

gagtcacacatacatttaatattgatgataataggaaatcttgctctctggcactattga

Peeerrreneee e ee e e e e e ennn © reeene e e e e el
gagtcacacatacatttaatattgatgataatagaagatcttgctctctggcactattga

atacagatgtttatcagttatgctcaacaccaaaagttgatgagagatccgattatgcat

FEERERRne e e r e e e e n ety vt
atacagatgtttatcagttatgctcaacaccaaaagttgatgaaagatccgattatgcat

caacaggtattgaggatattgtacttgacattgtcactaataatggattaattataacaa

Leerrneerrnneereeereee e e e e e e e e e e e
caacaggtattgaggatattgtacttgacattgtcactaataatggattaattataacaa

7163

120

7223

180

7283

240

7343

300

7403

360

7463

420

7523

480

7583

540

7643

600

7703



P3/P6: 601

AF178654: 7704

P3/P6: 661

AF178654: 7764

P3/P6: 721

AF178654: 7824

P3/P6: 781

AF178654: 7884

P3/P6: 841

AF178654: 7944

P3/P6: 901

AF178654: 8004 ¢

P3/P6: 961

AF178654: 8064
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caaggtttacaaataataatataacttttgataaaccgtatgcagcattgtatccatcag 660

PEEEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e et e e el
caaggtttacaaataataatataacttttgataaaccgtatgcagcattgtatccatcag 7763

taggaccaggaatctattataagggtaaagttatatttctcggatatggaggtctagagc 720

Frrrrreeee e teeee e e e e e e e e e e e e e e et
tgggaccaggaatctattataaggataaagttatatttctcggatatggaggtctagagc 7823

atgaagaaaacggagacgtaatatgtaatacaactggttgtcctggcaaaacacagagag 780

RN NN RN RN NN NN RN NN RN RN NN RN RN
atgaagaaaacggagacgtaatatgtaatacaactggttgtcctggcaaaacacagagag 7883

actgtaatcaggcttcttatagcccatggttctcaaataggagaatggtaaactctatta 840

FEERreennerne e e et nee et e e e et
actgtaatcaggcttcttatagcccatggttctcaaataggagaatggtaaactctatta 7943

ttgttgttgataaaggcatagatgcaacttttagcttgagggtgtggactattccaatga 900

RN RN N RN RN NN RN RN NN NN RN RN NN RN RN
ttgttgttgataaaggcatagatgcaacttttagcttgagggtgtggactattccaatga 8003

ttggggat t 960

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII 1 coss

atactagatccacaagttggcacagtaaa 989

RN RRRR RN RN RN RN
atactagatccacaagttggcacagtaaa 8092
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BLAST das sequéncias de nucleotideos da amostra DIO P3/P6 e amostra de
bPI1V-3 do Genbank (nr. D84095).

Homologia = 91%
Fragmento = 989 bp

P3/P6: 1 ttcagagtcatgttcaaaactatatcccactatcactaacacaacaaatgtcagatctca 60

D84095: 7128 ttcagagtcatgttcaaaactatattccattatcattaacacaacaaatgtcagatctca 7187

P3/P6: 61 gaaaatttatcaatgatctaacaaataaaagagaacatcaagaagtgccaatacagagaa 120

PEEerereeennr eeeet e r reeeennnn e e e ee e oe teernnnnneerl
D84095: 7188 gaaaatttatcaacgatctcacgactaaaagagaacatcaagaggtaccaatacagagaa 7247

P3/P6: 121 tgactcatgatagaggtatagaacccctaaatccagacaagttctggaggtgtacatctg 180

FEEEEERRREne eeerneeeeer reeneeet veeer beeeeeer beneeenetd
D84095: 7248 tgactcatgatagtggtatagaacctctaaatccggacaaattctggagatgtacatctg 7307

P3/P6: 181 gtaacccatctctaacaagtagtcctaagataaggttaataccagggccaggtttattag 240

PEEE Leeeer reeeeeenennnr reeeeenr reeeeeneeeenennennnnnn
D84095: 7308 gtaatccatctttaacaagtagtcccaagataagactaataccagggccaggtttattag 7367

P3/P6: 241 caacatctactacagtaactggctgtattagaatcccatcgttagcaatcaatcatttaa 300

PEEEEEE beeer v veeeer veeeer reeeeer reeeeeennnn e i
D84095: 7368 caacatccactactgtaaatggctgcattagactcccatctttagcaatcaataatctaa 7427

P3/P6: 301 tctacgcttacacctctaatcttatcacccagggctgtcaagatatagggaaatcttacc 360

PR e teee e e e e e re e e e e vt
D84095: 7428 tctacgcttacacctctaatcttattacccagggctgtcaagatataggaaaatcttacc 7487

P3/P6: 361 aagtactacaaatagggataattactataaattcggacctagtacctgatttaaatccca 420

teeeeerrereeneeeeeeeeeeeeeereenrnr oe 0 veeneee e e o
D84095: 7488 aagtactacaaatagggataattactataaattcagatttggtacctgatttgaacccaa 7547

P3/P6: 421 gagtcacacatacatttaatattgatgataataggaaatcttgctctctggcactattga 480

teererernnnnennnneenennennnr reeeeeeennr veeer oe reeeenn
D84095: 7548 gagtcacacatacatttaatattgatgacaataggaaatcctgctcccttgcactattga 7607

P3/P6: 481 atacagatgtttatcagttatgctcaacaccaaaagttgatgagagatccgattatgcat 540

Foreeerennnennr veer veeer reeeeeeeeeeneneennnr eeer
D84095: 7608 acacagatgtttatcaactatgttcaaccccaaaagttgatgagagatcagattacgcat 7667

P3/P6: 541 caacaggtattgaggatattgtacttgacattgtcactaataatggattaattataacaa 600



D84095: 7668

P3/P6: 601

D84095: 7728

P3/P6: 661

D84095: 7788

P3/P6: 721

D84095: 7848

P3/P6: 781

D84095: 7908

P3/P6: 841

D84095: 7968

P3/P6: 901

D84095: 8028

P3/P6: 961

D84095: 8088

IIIIIIIIIIIIIIII IR RRRR RN IIIIIIIIIIIIIIIIIIII
caacaggtattgaggacattgtacttgacattgtcactagtaatggattaattataa

caaggtttacaaataataatataacttttgataaaccgtatgcagcattgtatccatcag

caagattcacgaataataatataacttttgataaaccttatgcagcattatatccatcag

taggaccaggaatctattataagggtaaagttatatttctcggatatggaggtctagagce

PEEeeeeeeennr eeeeeeer 0 reeennnr or teennnne e e e e el
taggaccaggaatatattataaagacaaagttatcttcctcggatatggaggtctagagc

atgaagaaaacggagacgtaatatgtaatacaactggttgtcctggcaaaacacagagag

atgaagaaaacggggacgtaatatgcaacacaactggttgtcctggcaaaacacagagag

actgtaatcaggcttcttatagcccatggttctcaaataggagaatggtaaactctatta

FEEE TRREener eeenr eeeneeene e eneeteetnner e 1 1
actgcaatcaggcctcttacagcccatggttctcaaataggagaatggtaaattccatta

ttgttgttgataaaggcatagatgcaacttttagcttgagggtgtggactattccaatga

P OEeereeennnner veeeer veet veeenner oe teenee e e e el
tcgttgttgataaaggtatagatacaacctttagcttaagagtgtggactattccaatga

gccaaaattattggggatcagaaggaagattacttttattaggtgacagaatatacatat

Foeeer reeenner reeeenneeetr 0 reeee e e en e e e e e el
gacaaaactattgggggtcagaaggaagactgcttttattaggtgacagaatatacatat

atactagatccacaagttggcacagtaaa 989

PEeereeenr e e
atactagatctacgagttggcacagtaaa 8116

a 7727

660

7787

720

7847

780

7907

840

7967

900

8027

960

8087

148



BLAST das sequéncias de nucleotideos da amostra DIO P3/P6 e amostra de
hPI1V-3 do Genbank (nr. M18763).

Homologia = 79%
Fragmento = 647 bp

P3/P6:

M18763:

P3/P6:

M18763:

P3/P6:

M18763:

P3/P6:

M18763:

P3/P6:

M18763:

P3/P6:

M18763:

P3/P6:

M18763:

P3/P6:

M18763:

P3/P6:

M18763:

P3/P6:

M18763:

336

713

396

773

456

833

516

893

576

953

636

1013

696

1073

756

1133

816

1193

876

1253

tgtcaagatatagggaaatcttaccaagtactacaaatagggataattactataaattcg

tgtcaggatataggaaaatcatatcaagtattacagatagggataataactgtaaactca

gacctagtacctgatttaaatcccagagtcacacatacatttaatattgatgataatagg

gacttggtacctgacttaaatcccaggatctctcatactttcaacataaatgacaatagg

aaatcttgctctctggcactattgaatacagatgtttatcagttatgctcaacaccaaaa
BE e e veeer eeee b reeeeennnnr reeer e reeer i 1

aagtcatgttctctagcactcctaaatacagatgtatatcaactgtgttcaactcccaaa

gttgatgagagatccgattatgcatcaacaggtattgaggatattgtacttgacattgtc

PEEEEEEE Peeer reeeeennneer veer oe oe tennnnee ettt
gttgatgaaagatcagattatgcatcatcaggcatagaagatattgtacttgatattgtc

actaataatggattaattataacaacaaggtttacaaataataatataacttttgataaa

aattatgatggctcaatctcaacaacaagatttaagaataataatataagttttgatcaa

ccgtatgcagcattgtatccatcagtaggaccaggaatctattataagggtaaagttata
BE e eee eee reeer e reeeennr tere ne e re vee ot

ccttatgctgcactatacccatctgttggaccagggatatactacaaaggcaaaataata

tttctcggatatggaggtctagagcatgaagaaaacggagacgtaatatgtaatacaact

FERRREEE reeeeeenner e e e L IR 1 et
tttctcgggtatggaggtcttgaacatccaataaatgagaatgtaatctgcaacacaact

ggttgtcctggcaaaacacagagagactgtaatcaggcttcttatagcccatggttctca

PE L o eeeeeeeennnne e veeeeeer eee veer teeeeenn 1
gggtgtcccgggaaaacacagagagactgcaatcaggcatctcatagtccatggttttca

aataggagaatggtaaactctattattgttgttgataaaggcatagatgcaacttttagc

PEEEeer teeer veeer o eeeeeeeener veeeer e el
gataggaggatggtcaactccatcattgttgttgacaaaggcttaaactcaattccaaaa

ttgagggtgtggactattccaatgagccaaaattattggggatcagaaggaagattactt

CEEE bee reeer o 0 eeeer eeeenner e peerenneeer reeenl
ttgaaggtatggacgatatctatgagacaaaattactgggggtcagaaggaaggttactt

395

772

455

832

515

892

575

952

635

1012

695

1072

755

1132

815

1192

875

1252

935

1312

149



150

P3/P6: 936 ttattaggtgacagaatatacatatatactagatccacaagttggca 982

tEreeer v e te reeeeeer reeer reeeeernnn
M18763: 1313 ctactaggtaacaagatctatatatatacaagatctacaagttggca 1359



BLAST das sequéncias de nucleotideos da amostra DIO P3/P6 e amostra de
hPI1V-3 do Genbank (nr. M18761).

Homologia = 80%
Fragmento = 522 bp

P3/P6:

M18761:

P3/P6:

M18761:

P3/P6:

M18761:

P3/P6:

M18761:

P3/P6:

M18761:

P3/P6:

M18761:

P3/P6:

M18761:

P3/P6:

M18761:

P3/P6:

M18761:

336

713

396

773

456

833

516

893

576

953

636

1013

696

1073

756

1133

816

1193

tgtcaagatatagggaaatcttaccaagtactacaaatagggataattactataaattcg

tgtcaggatataggaaaatcatatcaagtattacagatagggacaataactgtaaactca

gacctagtacctgatttaaatcccagagtcacacatacatttaatattgatgataatagg

PeE 0 neeeneer teeeener e e poreeer teeer e et
gacttggtacctgacttaaatcctaggatctctcatacttttaacataaatgacaatagg

aaatcttgctctctggcactattgaatacagatgtttatcagttatgctcaacaccaaaa

aagtcatgttctctagcactcctaaatacagatgtatatcaactgtgttcaactcccaaa

gttgatgagagatccgattatgcatcaacaggtattgaggatattgtacttgacattgtc

FERRRERE beeer teeevneenner e v e teeevne ey vl
gttgatgaaagatcagattatgcatcatcaggcatagaagatattgtacttgatattgtc

actaataatggattaattataacaacaaggtttacaaataataatataacttttgataaa

aattatgatggttcaatctcaacaacaagatttaagaataataacataagctttgatcaa

ccgtatgcagcattgtatccatcagtaggaccaggaatctattataagggtaaagttata
PE e vee bee reeer e reenennr re re reneer re vee ot

ccatatgctgcactatacccatctgttggaccagggatatactataaaggcaaaataata

tttctcggatatggaggtctagagcatgaagaaaacggagacgtaatatgtaatacaact

PEEEEeer reeeeeeeeer re e 0 et 0 veeer e re neeetl
tttctcgggtatggaggtcttgaacatccaataaatgagaatgtaatctgcaacacaact

ggttgtcctggcaaaacacagagagactgtaatcaggcttcttatagcccatggttctca

PE e oe eeeeeeeennneeeeeeennnnr oe ver veer teeeeenn 1
gggtgtcccgggaaaacacagagagactgtaatcaagcgtctcatagtccatggttttca

aataggagaatggtaaactctattattgttgttgataaaggc 857

FERREEE TReer eener oe veennevnner reeetl
gataggaggatggtcaactccatcattgttgttgacaaaggc 1234

395

772

455

832

515

892

575

952

635

1012

695

1072

755

1132

815

1192

151



152

BLAST das sequéncias de nucleotideos da amostra DIO P3/P6 e amostra de
hPI1V-3 do Genbank (nr. ABO12132).

Homologia = 80%
Fragmento = 522 bp

P3/P6: 336 tgtcaagatatagggaaatcttaccaagtactacaaatagggataattactataaattcg 395

CEEEE Teeeennr teeet veeeeeer e reeeennnnr ree vy 1
AB012132: 7445 tgtcaggatataggaaaatcataccaagtcttacaggtagggataataactgtaaactca 7504

P3/P6: 396 gacctagtacctgatttaaatcccagagtcacacatacatttaatattgatgataatagg 455

P reeeeenr reeeeennnnr e poeeeer te e e reer neeerd
AB012132: 7505 gacttggtacctgacttaaatcccaggttctctcatactttcaacataaatgacaatagg 7564

P3/P6: 456 aaatcttgctctctggcactattgaatacagatgtttatcagttatgctcaacaccaaaa 515

e o e reeer b reereenene reeer v et e 1l
AB012132: 7565 aagtcatgttctctagcactcctaaatacagatgtatatcaactgtgttcaactcccaaa 7624

P3/P6: 516 gttgatgagagatccgattatgcatcaacaggtattgaggatattgtacttgacattgtc 575

PEEEEEEE veenr reeeeennnner eeer oe ee teeeene e e e teeett
AB012132: 7625 gttgatgaaagatcagattatgcatcatcaggcatagaagatattgtacttgatattgtc 7684

P3/P6: 576 actaataatggattaattataacaacaaggtttacaaataataatataacttttgataaa 635

Frre e b reeeeeenr reer reenenner teer reeeen 1l
AB012132: 7685 aattatgatggctcaatctcaacaacaagatttaagaataataacataagctttgatcaa 7744

P3/P6: 636 ccgtatgcagcattgtatccatcagtaggaccaggaatctattataagggtaaagttata 695

tEreeer e e eeeer oe eeeeennr e e rene e o
AB012132: 7745 ccctatgctgcactatacccatctgttggaccagggatatattacaaaggcaaaataata 7804

P3/P6: 696 tttctcggatatggaggtctagagcatgaagaaaacggagacgtaatatgtaatacaact 755

teeeeenr reeeeeennnr te e et el o et
AB012132: 7805 tttctcgggtatggaggtcttgaacatccaataaatgagaatgtaatctgcaacacaact 7864

P3/P6: 756 ggttgtcctggcaaaacacagagagactgtaatcaggcttcttatagcccatggttctca 815

e o reeerrn e e e e vene et veeeee ey peeeeeet 1l
AB012132: 7865 gagtgtcccgggaaaacacagagagactgcaatcaggcatcttatagtccatggttttca 7924

P3/P6: 816 aataggagaatggtaaactctattattgttgttgataaaggc 857

PEEEeer teeer teeet o eeeeeeennnr el
AB012132: 7925 gataggaggatggtcaactccatcattgttgttgacaaaggc 7966



BLAST das sequéncias de nucleotideos da amostra DIO P3/P6 e amostra de
hPIV-3 do Genbank (nr. Z11575).

Homologia = 79%
Fragmento = 522 bp

P3/P6:

Z11575:

P3/P6:

Z11575:

P3/P6:

Z11575:

P3/P6:

Z11575:

P3/P6:

Z11575:

P3/P6:

Z11575:

P3/P6:

Z11575:

P3/P6:

Z11575:

P3/P6:

Z11575:

336

7445

396

7505

456

7565

516

7625

576

7685

636

7745

696

7805

756

7865

816

7925

tgtcaagatatagggaaatcttaccaagtactacaaatagggataattactataaattcg

tgtcaggatataggaaaatcatatcaagtcttacagatagggataataactgtaaactca

gacctagtacctgatttaaatcccagagtcacacatacatttaatattgatgataatagg

P reeeennr reeeeenr e re e reeer e reer bt
gacttggtacctgacttaaatcctaggatctctcatacctttaacataaatgacaatagg

aaatcttgctctctggcactattgaatacagatgtttatcagttatgctcaacaccaaaa

aagtcatgttctctagcactcctaaatacagatgtatatcaactgtgttcaactcccaaa

gttgatgagagatccgattatgcatcaacaggtattgaggatattgtacttgacattgtc

FERRRERLE beeer teeeveeenner e v e teeeene e vt
gttgatgaaagatcagattatgcatcatcaggcatagaagatattgtacttgatattgtc

actaataatggattaattataacaacaaggtttacaaataataatataacttttgataaa

aattatgatggttcaatctcaacaacaagatttaagaataataacataagctttgatcaa

ccgtatgcagcattgtatccatcagtaggaccaggaatctattataagggtaaagttata
I reeer ree vee eener e e te e e e e e

ccatatgctgcactatacccatctgttggaccagggatatactacaaaggcaaaataata

tttctcggatatggaggtctagagcatgaagaaaacggagacgtaatatgtaatacaact

PEEEEeer reeeeeeeeer re e 0 et 0 veeer e re neeetd
tttctcgggtatggaggtcttgaacatccaataaatgagaatgtaatctgcaacacaact

ggttgtcctggcaaaacacagagagactgtaatcaggcttcttatagcccatggttctca

LE L e e eeeeeeeennneeeeeeennnnr oe ver veer teerennn 1
gggtgccccgggaaaacacagagagactgtaatcaagecgtctcatagtccatggttttca

aataggagaatggtaaactctattattgttgttgataaaggc 857

PEEeeer v vt oe teeeeeneeen teeenl
gataggaggatggtcaactccatcattgttgttgacaaaggc 7966

395

7504

455

7564

515

7624

575

7684

635

7744

695

7804

755

7864

815

7924

153





