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. I  l Caracterização e relacionamento antigênico de três novos Bunyavirus no 
I (  +grupo Anopheles A (Bunyairiridae) dos arbovirus* 

Characterization and antigenic relationship of three new Bun yavirus in the 
Anopheles A serogroup (Bunyaviridae) of arboviruses 

Jorge Fernando Soares Travassos da Rosa", Amelia Paes de Andrade Travassos da Rosa", Nicolas 
Dégallier", Pedro Fernando da Costa Vasconcelos** 

TR4VASSOS DA ROSA, J.F.S. et al. Caracterização e relacionamento antigènico de três no- 
vos Bunyavirus no grupo Anopheles A (Bunyaviridae) dos arbovirus. Rev. Saúde públ., S. 
Paulo, 2 6  173-8, 1992. São descritos o isolamento e a caracterização de três novos arbovirus 
isolados na região da Usina Hidro-Eldtrica de Tucuruí (UHE-TUC). Os três novos arbovirus 
pertencem ao grupo Anopheles A(ANA), genèro Bunyavirw (família Bunyaviridae). Os virus 
Tucuruí (TUC), Caraipé (CPE) e Arumateua (ART) são relacionados entre si e com o vírus 
Trombetas (TBT), formando dentro do grupo ANA um complexo chamado Trombetas. Os ar- 
bovirus TUC, CPE e ART foram obtidos a partir de lotes de mosquitos Anopheles {Nyssor- 
hynchus) sp capturados em Tucuruí, nas proximidades da usha hidrelétrica de Tucuruí, Estado 
do Pará, nos meses de fevereiro, agosto e outubro de 1984, respectivamente. Até o final de 
1990 os virus TUC, CPE e ART foram isolados 12, 32 e 28 vezes respectivamente, sempre 
na região da UHE-TUC, exceçäo feita ao virus TUC, do qual se obteve uma amostra proce- 
dente de Balbina, onde também foi construida uma hidroelétrica. Até o presente, esses virus 
só foram isolados a partir de mosquitos do grupo An. {Nys.) principalmente, a partir das es- 
pécies An. (Nys.) nunezfovari e An. (Nys.) friannulatus também consideradas vetores secun- 
dários da malária na Amazônia Brasileira. Testes sorológicos executados com soros humanos 
e de diversas espécies de animais silvestres foram negativos, com exceçáo de um soro de um 
carnivoro de espécie Nasua nasua que neutralizou a amostra TUC em títulos de 2.6 indice 
logaritmico de neutralizaçã0 (ILN). 

* L  Descritores: Bunyaviridae, isolamento. Anopheles, microbiologia , 

O genêro Bunyavirus pertence à família 
unyavitidae que compreende mais de 200 ví- 

que infeetam vertebrados elou invertebrados. 
Bunyavirus são vírus cujo acido nucléico é 

RNA. Este apresenta aspecto linear de fita 
gativo, com configuração circular. Es- 
possuem uma e h a  RNA transcrip- 
articula viral apresenta-se sob a forma 

de nucleocapsideo com simetria helicoidal ou 
ckcular, com diâmetro variando de 2 - 12 nm, 
e é envolta por um envelope lipoprotéico de 70 
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- 100 nm de dimensões no maior eixo. A partí- 
cula integra possui de 90 - 100 nm de tamanho3. 

Os Bunyavirus incluem o supergrupo Bu- 
nyamwera, ao qual pertencem 18 grupos antigê- 
nicos, afora três vírus não grupados. Esses 18 
sorogrupos têm sido gru ados na base de reaçb- 
es sorológicas cruzadas . Dentre esses, está o 
grupo Anopheles A (ANA). . 

Os virus do grupo ANA são transmitidos 
predominantemente por mosqUitos3~*. Neste gru- 
po foram descritos até o presente 6 membros', 
sendo que .3 deles circulam há algum tempo M 
Amazíjnia Brasileira, a saber: Tacaiuma (TCM), 
Lukuni &UK) e Trombetas (TBT), este último 
ainda não registrado. Com excqäo do TCM, 
que causa uma síndrome febril aguda acompa- 
nhada de fortes dores muscularesg nos indiví- 
duos acometidos, nenhum outro vírus tem sido 
incriminado como patógeno humano. O TCM, 
também se constitui no único tipo que possui 
hemaglutinjna4. 

No presente trabalho descreve-se o isola- 
mento, caracterização e relacionamento antigêni- 
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CO de 3 novos membros do grupo ANA que fo- 
ram isolados de mosquitos do grupo Anopheks 
(Nyssorhynchus), M área de abrangència da usi- 
na hidrelétrica de Tucurui (UHE-TUC), Estado 
do Pará. 

Material e Método 

Capturas 

As capturas foram realizadas utilizando-se 
técnicas de isca humana com sucção oral e 

isca luminosa. As capturas com isca humana fo- 
ram feitas nos horáxios de 8-12h e 14-184 en- 
q u i t o  que os com isca lumin- de 19h às 6h 
da manhã seguinte, utilizando a armadilha tipo 
"Miniature CDC Light Trap". As viagens, das 
quais obtiveram-se os isolamentos, foram reali- 
zadas no ano de 1984, nos meses de fevereiro, 
agosto e outubro. 

Identificaçab e Inoculação dos Mosquitos 

Uma vez capturados, os mosquitos eram 
colocados em t u b  criogênicos, rotulad- com 
data, hora e local de coleta7 k m  como tipo de 
captura empregada. A seguir7 eram hemos em 
nitrogênio líquido permanecendo assim até a 
identificação no laboratório, realizada sob refri- 
geração. Os mosquitos, após serem identificados 
por data, eram agrupados de acordo com espécie 
e sexo e a seguir macerados em gral de porce- 
lana. O macerado, suspenso em uma solução 
fosfato tamponada de albumina bovina (fraçã0 
V) contendo 200 unidades de penicilina e 200 
ug de estreptomicina, centxifugado a 2.000 
RPM. O sobrenadante, era fmalmente inoculado 
(0,02 rhl) por-via intra cerebral (ic) em camun- 
dongos albinos "swiss" recém nascidos (1 a 3 
dias). 

Isolamento e Caracterização das Amostras 

Os camundongos hocdados eram obsewa- 
dos didamente, por 21 dias no biotério, fim dos 
quais eram eliminados se não apresentassem si- 
nais de doença. Entretanto, se no decorrer desse 
períÓdo apresentavam-se doentes, eram colhidos 
para realização de passagem para estoque de vi- 
rus e realização de testes SorolÓgicos para iden- 
tificação. Os testes utilizados foram os de Fixa- 
ção de Complemento @Cl em placas, de acordo 
com a t&ca descrita por Fulton and Dumbel17, 
e Neutralizaçã0 em camundongos recém- 
nascidos", nos quais utilizaram-se cérebros de 
camundongos infectados como fonte de antigeno 
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e virus, respectivamente. Soros hiperimunes fo- 
ram preparados em camundongos jovens, inocu- 
lados por via intra peritoneal a cada 7 dias com 
42 ml de suspensão de cékebros de camundon- 
gos infectados, diluídos em soluçäo saLina a 
0,85%, por 4 semanaS. Sete dias após a quarta 
injeção, colheu-se sangue". 

Resul tados 

Em fevereiro de 1984 foi realizada viagem 
decorrente de convênio celebrado entre o Insti- 
tuto Evandro Chagas (IEC) e a Superintendência 
do Desenvolvimento da Amazíjnia (SUDAM), 
através do Programas de Polos (POLOAMA2~- 
MA), para coleta de dípteros hematófagos nas 
proximidades da UHE-TUC que estava então 
sendo construída. (Fig. l), quando se isolou uma 

\ / 

Figura 1. Mapa do local de isolamento original dos 
vírus Tucumí, Caraipé e Arumateua. 

amostra de vírus, BE AR 422535, identificada 
como pertencente ao grupo ANA a qual foi dada 
a denominação de Tucurui (TUC). Em agosto 
do mesmo ano, outra viagem decorrente do con- 
vênio k a d o  entre o IEC e as Centrais Elétri- 
cas do Norte do Brasil S.A. (ELETRONORTE), 
foi realizada na área supracitada, no decorrer da 
qual foi kolada a amostra BE AR 428793. Ain- 
da no mesmo ano, em outubro, se isolou de es- 
p5ches colhidos de uma terceira viagem ao 
mesmo local, o vírus BE AR 437811. Ambos fo- 
ram identificados também como pertencentes ao 
grupo ANA e teceberam os nomes de Caraipé 
(CPE) e Arynateua (ART), respectiva&ente. To- 
dos os t& vírus foram isolados a partit de lotes 
de mosquitos Anopheles (Nyssorhynchus) sp 
capturados através isca humana com sucção 
oral, em horários de 8 - 12h e 14 - 18h. As tra 
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Tabela 1. Resultados dos testes de fixação de complemento cruzada entre os vírus do grupo Anopheles A. 

AntíQenos Soros Imunes 
Tucuruí Caraipé Arumateua Trombetas Lukuni Tacaiuma 

Tucuruí 64 256 O 256 8 O 
Caraipd 64 256 O 256 64 O 
Arumateua O 6 32 6 O O 
Trombetas 32 256 O 64 O O 
Lukuni O 32 O 8 16 O 
Tacaiuma O O O O O 64 

Tabela 2. Resultados dos testes de neutralizaçá0 cruzada" em camundongos entre os vírus do grupo 
Anopheles A. 

Vírus Soros Imunes 
Tucuruí Caraip6 Arumateua Trombetas Lukuni Tacaiuma 

Tucuruí 4,5* <0,8 <0,8 O 019 <1,1 
Caraipd <0,5 73,8 014 O <0,6 O 
Arumateua <0,2 <0,3 387 <0,2 <0,8 <1,1 
Trombetas o O O >2,9 O O 
Lukuni <I ,I 4 , 1  <1,1 cl ,1 >4,1 NT 
Tacaiu ma <2,0 c2,o <2,0 c2,o <2,0 7,2 
*: Enpressos em indice. Iogarítmico de neutralizaçäo 
NT Não testado 

amostras isoladas por FC não reagiram com so- 
ros. imunes de 160 arbovirus previamente isola- 
dos pelo IEC na região Amazônica Brasileira, 

. bem como com soros hiperimunes de grupos e 
polivalentes de arbovirus adquiridos no National 
Institute of Health (Bethesda, Maryland, USA). 
Mas reagiram entre si e com o tipo TBT (BE 
AN 306770), isolado a partú das vísceras de um 
Ungulata da espécie %ymsu pecarì, capturado 
em Porto Trombetas, Município Je Oriximiná., 
Pará, em fevereiro Je 1976 (Tabela 1). Seus an- 
tígenos extraidos por sucrose-acetona não pro- 
duziram hemaglutinina. Por N (Tabela 2), utili- 
zando comundongos recém-nascidos como siste- 
malo e realizado em duplo sentido com as novas 
amostras e outros membros do grupo ANA, os 
resultados mostraram que os três vírus consti- 

tidos a teste de sensi- 
to de sódio (DCA)", os 

que os mesmos são sensí- 
(TUC) tenha ficado no 

onizado (Tabela 3). 
, CPE e ART foram isolados 

nos anos subseqijentes sendo 
ram obtidos 12, 32 e 28 vezes, 

partir de mosquitos Anoplze- 
rhynchus) triannulatus e Anopheles 
chm) nzrneztovari, bem como de lo- 

) O S W Q ~ & ~  e An. (Nys.) 

, 

Tabela 3. Resultados dos testes de resistência ao 
DCA, realizados em camundongos, com virus do 
grupo Anopheles A. 

Titulaçáo 
Vírus DCA Controle 
Tucuruí 1 3  383 
Caraipé 0 15 380 
Arumateua 1,2 3,5 

Discussá0 

Os v h s  do grupo ANA têm sido isolados 
somente'nas Americas do Sul (Argentina, Brasil 
e Colombia) e Central vrinidad e Pana- 

O isolamento de três novos tipos dentro do 
grupo ANA, em um mesmo local e em um mes- 
mo ano, em meses diferentes, é relevante, pois 
esses virus desde então têm-se mantido altamen- 
te prevalentes, revelando um caráter enm6tico 
na região da UHE-TUC. Esses três arbovirus 
parecem ter disttibuição focal, tendo sido encon- 
trados somente em Tucuruí, à e x q ã o  do Virus 
TUC que foi uma linica ve2 isolado em Balbina, 
onde também existe lago formado pela barra- 
gem do rio Uatumã, no notte do Estado do 
Amazonas, em decorrência da construção de 
usina hidrelétrica. 

Todos os isolamentos têm sido obtidos d- 

mg)314s5*8 
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camente de mosquitos do grupo Anopheles 
(Nyssorhynchus), principalmente das espécies 
An. (Nys.) triannulatus e An. (Nys..) nuneztovari 
(Fig. 2). Tais artrópodes, que já eram prevalen- 
tes antes da formação do lago M UHE-TUC, 
proliferatam significativamente após o fecha- 
mento das comportas em 1- de setembro de 
1984: Esses anophelinos são amplamente distri- 
buídos e tidos como vetores secundários.& ma- 
lária na-Região Amadjnica'. Por outro lado, a 
despeito* de até o momento nenhum' caso de 
doença h&a atribuidö aos virus TUC, CPE e 
ART ter sido registrado, esses vírus podem se 
tomar importantes patógenos humanos, se con- 
side.armos a elevada densidade populacional de 
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mosquitos do grupo Anopheles (Nyssorhynchus 
seus tra"s ores, em áreas próximas ao reser- 
vatório de T u c d .  

Testes de N realizados em camundongos 
com soros humanos e de diversas espécies de 
animais procedentes da região da UHE-TUC - 
desafiando esses novos arbovirus -, foram nega- 
tivos, exceto parab soro de um d v o r o  Nasua 
mua que neutralizou a amostra TUC, em título 
de 2.6 JLN. Os resultados obtidos por N e a au- 
sência de isolamentos a partir de animais silves- 
tres & &ea estudada impossibilitou até o pm- 
sente conhecer a ecoepidemiologia desses agen- 
tes Virais, bem como seus ciclos de manutenç%. 

Esses três t i p ,  TUC, CPE e ART, f o r "  
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juntamente com o virus TBT um complexo den- 
tro do grupo ANA, o qual propõe-se chamar de 
complexo Trombetas, devido o vírus TBT ter 
sido o primeiro tipo isolado. A formação de 
complexos dentro desse grupo antigênico parece 
ser uma característica marcante, haja vista que 
outros tipos, quais sejam, Taduma e Anopheles 
A, formam com outros vitus a eles relacionados 
os complexos Tacaiuma e Anopheles A, respec- 
t i~amente~*~. Nesse complexo Trombetas, o tipo 
mais afastado é o ART, que por FC (Tabela 1) 
reage fracamente com soros imunes do TBT e 
CPE e não reage com o TUC. Os outros três 
vírus TBT, CPE e TUC, ainda por FC, não rea- 
gem com o soro do ART, mas reagem fortemen- 
te entre si nos dois sentidos, porém são comple- 
tamente distintos por N (Tabela 2). 

Estudos posteriores são necessários para 
tentar elucidar o ciclo biológico de manutenção 
desses agentes, principalmente no que diz res- 
peito aos seus hospedeiros silvestres e sua pos- 
sibilidade de c a E a  doença no homem e em ani- 
mais de importância em saúde veterinária. De- 
vemos ter em conta que o Município de Tucuruí 
possui aproximadamente 1OO.OOO habitantes, 
cuja populaçäo tem, nas atividades agropecuá- 
rias, as principais fontes de trabalho e arrecada- 
ção. Assim, medidas de controle e combate aos 
vetores, também responsáveis pela transmissão 
da malária na região, fazem-se necessárias com 
o intuito de impedir a disseminação daqueles 
mosquitos e dos virus na região. 
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TRAVASSOS DA ROSA, J.F.S. et al. 
[Characterization and antigenic relationship of three 
new Bunyavirus in the Anopheles A serogroup 
(Bunyaviridae) of arboviruses]. Rev. Sau'& pu'bl., S. 
Paulo, 26 173-8 , 1992. The isolation and 
characterization of three new viruses obtained from 
the Tucurui hydroelectric dam region is reported. 
These three agents belong to the Anopheles A 
serogroup, genus Bunyavirus, Bunyaviridae. The 
TUcurui (TUC), CaraipB (CPE) and Arumateua 
(ART) viruses have close relationships with each 
other and with Trombetas (TBT) virus, an 
Anopheles A virus previously isolated in the 
+%?on Region of Brazil. These viruses form the 
Trombetas complex". TUC, CPE and ART viruses 

were obtained from pools of Anopheles 
(hTrssorhynchus) sp captured in Tucurui, Pari State, 

Rev. Salide púbL, S. Paulo 26(3), 1992 

in February, August and October of 1984, 
respectively. Until 1990 TUC, CPE and ART were 
isolated 12, 32 and 28 times respectively, in the 
Tucurui hydroelectric dam region. At the moment, 
these viruses have only been obtained from 
mosquitoes of the Anopheles (Nyssorhynchus) 
complex, especially from An. (Nys.) nuneztovuri 
and An. (Nys.) triannulatus, that are considered to 
be secondary vectors of Plasmodium in Amazonia. 
Serological tests performed with human and wild 
animal sera were negative, except for one specimen 
NUSUQ nasua that had neutralization antibodies to 
TUC. 

Keywords: Bunyaviridae, isolation. Anopheles, 
microbiology. 
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