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RESUMO 

 

KAWAMOTO, A. H. N. Caracterização molecular e sorológica da influenza A 
isoladas de aves residentes, silvestres e migratórias no estado de São Paulo. 
2013. 96 f. Tese (Doutorado em Microbiologia) - Instituto de Ciências Biomédicas, 
Universidade de São Paulo, São Paulo, 2013. 
 
O Vírus de Influenza aviária pertence à família Orthomyxoviridae. Nos últimos anos 
vários subtipos da gripe aviária de baixa patogenicidade têm causado surtos e 
epidemia em humanos e aves domésticas. As aves selvagens e migratórias 
participam da manutenção e transmissão interespécie dos 16 subtipos de 
hemaglutinina e 9 subtipos de  Neuraminidase na natureza. Nosso estudo teve como 
objetivo subtipar as amostras positivas através de teste sorológico de inibição da 
hemaglutinação (HI) e técnica de Biologia Molecular. Foram positivas as amostras 
das espécies: Elaenia mesoleuca (2), Sporophila lineola (1) Sporophila caerulescen 
(1), Vireo olivaceus (3), Columbina talpacoti (3), Paroaria dominicana (2), foram 
coletadas das reservas experimentais de campo localizadas no Estado de São Paulo 
- Brasil, durante os anos de 1997 e 1998. Tais amostras foram identificadas por teste 
preconizado HI (de acordo com WHO) usando 20 soros imunes anti-influenza do tipo 
A e um do tipo B e análise de RT-PCR com sequenciamento do gene Hemaglutinina 
e Neuraminidase. O teste HI demonstrou que 12 amostras apresentaram estreita 
afinidade com soros imune A/HongKong/1/68 (H3N2), A/Equine/Miami/63 (H3N8) 
and A/Duck/Ukraine/63 (H3N8). As análises filogenéticas de sequenciamento do 
gene hemaglutinina e Neuraminidase desses isolados revelaram uma alta homologia 
com os do subtipos H3N2.  As análises filogenéticas e as variabilidades genéticas 
em comparação com as sequências de GenBank representando diversos países, 
mostraram que nossas  amostras apresentaram estreita homologia com os vírus do 
subtipos, Siena (1991) Victoria (1990), e Beijim (1989). A análise de amino ácido 
indicou apresentaram mutações do tipo não sinônimas no gene da Hemaglutinina 
(Y153F, K172A, K175A, T2641) e da Neuraminidase (T55S), exclusiva de nossas 
amostras quando comparadas com amostras de AIV de outros países. Nossas 
amostras quando analisadas à proteína NA, não apresentaram mutações nos 
aminoácidos E119V e N274Y que conferem resistência aos inibidores da 
Neuminidase do subtipo N2. 
 
 
Palavras-chaves: Virus da Influenza A, Aves Silvestres.Subtipos H3N2 em aves 
silvestres e migratórias. 
 

 



 
 

ABSTRACT 

 

KAWAMOTO, A. H. N. Molecular and serological characterization of influenza A 
isolated from wild, migratory and resident birds in the state of São Paulo 
2013. 96 p. Ph. D. thesis (Microbiology) - Instituto de Ciências Biomédicas, 
Universidade de São Paulo, São Paulo, 2013. 
 
Avian Influenza virus belongs to Orthomyxoviridae family. The last years several low 
pathogenic avian influenza subtypes have caused outbreaks and epidemic in human 
and poultry. The wild and migrating birds may be participating of maintenance and 
interspecies transmission of the 16 subtypes of the Hemagglutinin and 9 
Neuraminidase in nature. Our study aimed subtyping samples positive by serological 
test haemagglutination inhibition (HI) technique and Molecular Biology. The samples 
from species Elaenia mesoleuca (2), Sporophila lineola (1) Sporophila  caerulescens  
(1), Vireo olivaceus (3), Columbina talpacoti (3), Paroaria dominicana (2),   were 
collected in reserves and experimental field stations located in the São Paulo State - 
Brazil, during the years 1997 and 1998.  The samples were identified by HI test 
(according WHO) using the 20 antibody patterns anti-influenza A type and one for the 
influenza type B and RT-PCR and Sequence analysis of Hemaglutinina and 
Neuraminidase gene. The HI test demonstrated that 12 samples presented an 
antigenic close relationship with A/HongKong/1/68 (H3N2), A/ Equine/Miami /63 
(H3N8) and A/Duck/ Ukraine/ 63 (H3N8) antiserum.The sequencing analyses of 
Hemaglutinin and Neuraminidase gene of these 12 isolates revealed a high 
homology with H3N2. Phylogenetic analysis and genetic variabilities compared with 
GenBank sequences representing several countries have shown that our samples 
showed a close homology with the virus subtypes  Siena (1991) Victoria (1990) and 
Beijim (1989). Amino acid analysis indicated that there are non-synonymous 
mutations in the gene of hemagglutinin (Y153F, K172A, K175A, T2641) and 
neuramidase (T55S), exclusive of our samples compared to samples AIV other 
countries. Our samples when analyzed protein NA, showed no mutations in amino 
acids and E119V N274Y conferring resistance to inhibitors Neuminidase subtype N2. 
 

 

Keywords: Influenza Virus A, Migratory and Wild birds, Influenza vírus A H3N2 
subtypes. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Definição 

  

Os vírus da Influenza aviária (AIV – do inglês – Avian Influenza Virus) 

apresentam alta morbidade e mortalidade na população de galinhas, perus, gansos, 

patos e outros. Os vírus de Influenza (VI) considerados patogênicos são raramente 

isolados de aves silvestres (ALEXANDER, 2000, 2003; HORIMOTO; KAWAOKA, 

2001). Desde a ultima epidemia ocorrida em 1997 pela introdução da cepa 

A/chicken/HongKong/258/97 (H5N1), vírus emergentes vêem ocasionando morte e 

dizimação de milhões de aves, afetando sobremaneira em perda econômica nos 

países asiáticos e Eurásia (TRAMPUZ et al., 2004). Havendo inclusive casos fatais 

humanos em várias regiões do mundo (KHANNA  et al., 2008; YASSINE; LEE; SAIF, 

2011). As aves silvestres são assinaladas como terem contribuído na emergência do 

vírus gripe A (H1N1) responsável pela pandemia de 2009 (WORLD HEALTH 

ORGANIZATION, 2013).  

 

1.2 Classificação do vírus da Influenza 

 

O vírus da Influenza aviária pertence à Família Ortomixoviridae, Gênero 

Influenzavírus do tipo A (ICTV- Internacional Comitte on Taxonomy of Viruse, 2012).  

O vírus da Influenza se divide em três tipos A, B e C e o estudos dos isolado 

pelo método de sequenciamento e análise filogenética dos vírus da Influenza 

apresentaram evidências de que os três tipos tenham se originado de um ancestral 

comum, um vírus aviário (SHOLTISSEK, 1994; WEBSTER et al., 1992; WEBSTER 

1997; WEBBY; WEBSTER, 2003). 

O vírus da Influenza do tipo A apresenta alta variabilidade e capacidade de 

infectar populações susceptíveis, resultando em epidemias e pandemias. Isto se 

deve à particularidade do vírus de modificar sua estrutura antigênica permitindo sua 

circulação em populações variadas, ao exemplo temos os humanos, animais 

domésticos até aves (ALEXANDER, 2000, 2003; WEBSTER,1997).  

Os vírus da Influenza do tipo A são divididos em subtipos e variantes e 

atualmente existem dezessete subtipos de Hemaglutininas (HA) e nove subtipos de 

file:///C:/pubmed
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Neuraminidases (NA) isolados e mantidos na população de aves aquáticos, 

silvestres e morcegos. Dentre estes, com base nos estudos de soroarqueologia e 

isolamento desde o ano de 1933, somente os vírus dos subtipos H1, H2 e H3 são 

mantidos na população humana (ALEXANDER, 2000, 2003; HORIMOTO; 

KAWAOKA, 2001; SUBBARAO; KATZ, 2000; WRIGHT; NEUMANN; KAWAOKA, 

2007).    

 

1.3 Nomenclatura do vírus da Influenza 

 

A nomenclatura dos Vírus da Influenza A, adotada pela da Organização 

Mundial de Saúde em 1971 (WHO, do Inglês – World Health Organization),   

empregada pelo VI Comitê Internacional de Nomenclatura realizado em 1980, para 

caracterizar os vírus isoladas de Humanos e Animais. (WRIGHT; NEUMANN; 

KAWAOKA, 2007). 

A designação de cada amostra inclui o tipo espécie do hospedeiro (quando 

diferente da humana), local de origem, número amostra, ano de isolamento e 

antígenos de superfície como: A/turkey/Ontario/6118/68(H8N4). Por convenção, não 

se inclui hospedeiro de origem humana (fig. 1). 

 
Figura 1- Normas para nomenclatura do Vírus da Influenza, segundo o ICTV. 

 

 

Nota: A figura demonstra um exemplo de nomenclatura do Vírus Influenza humana A/USSR/90/77 de 
acordo com o Comitê Internacional de Taxonomia de Vírus (ICTV, do inglês- International committee 
on taxinomy of viruses)  
Fonte: Adaptado de Lima et al., 2000. 
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1.4 Histórico  

 

A primeira descrição de uma doença de aves relacionada a vírus, como 

sendo Influenza Aviária foi feita na Itália, no século passado quando foi comunicado 

um surto de peste aviária por Pierron citado em 1878 (STUBBS, 1965).  Desde o 

início do século XX há comprovação de que a Peste aviária era causada por um 

vírus “filtrável” ocasionando alta mortalidade em galinhas, perus e outras espécies 

aviárias de acordo com Certanni e Savonuzii em 1900 (apud SALCEDO, 1980). 

Vírus associados á Peste Aviária inclusive em diversas espécies de aves e 

mamíferos foram citados por vários autores.  

Estudos relacionados com a natureza de ribonucleoproteína (RNP) 

demonstraram que o vírus da peste Aviária e também o Vírus "N", tratavam- se na 

realidade de Influenza tipo A (ROTT; SCHAFER, 1960). Um agente hemaglutinante, 

que determinava alterações no sistema nervoso de patos, foi isolado em Manitoba, 

identificado como influenza "A/duck/Canadá/52" (MITCHELL; GUERIN; ROBILLARD, 

1964). Dois vírus de Influenza A foram isolados em patos 4 anos depois, um na 

Inglaterra e outro na Tchecoslováquia (ROBERT, 1964). Perreira et al. (1965) 

demonstrou o isolamento do vírus “A/chicken/Scotland/59 (H5N2)” oriundo de 

galinha  o qual demonstrou ser antigenicamente relacionado com o vírus 

“A/tern/SouthAfrica/61” obtido na África do Sul 2 anos depois (BECKER, 1966; 

ROWAN, 1962).  

 Durante o período de 1960 a 1970, foram caracterizadas mais de meia 

centena de vírus envolvendo perus, galinhas, patos, codornas, faisões e perdizes. A 

partir de 1971 foi incrementada a pesquisa do vírus em aves selvagens resultando 

em uma alta taxa de isolamentos (EASTERDAY; TUMOVÁ, 1978) ao exemplo em 

1972, na Austrália, um vírus encontrado em pássaros marinhos foi chamado 

"A/shearwater/Australia/1/72" (DOWNIE; LAVER, 1973).   

Yamane et al. (1979) estudando 26 isolados de amostras traqueal de patos entre os 

anos de 1976 a 1978, revelou a presença de 7 diferentes tipos de Hemaglutinina 

(HA1-7) e 5 diferentes tipos de Neuraminidases (NA1-5) nas mais variadas 

combinações e que a circulação dos subtipos, alternaram durante os anos sugerindo 

que os Influenza A (IA) coexistem ao mesmo tempo no Japão, mas as configurações 

antigênicas destes isolados mudaram a cada ano. Trabalhos atuais sugerem que o 

IA continua a se comportar como os achados de Yamane et al. (1979). 



19 
 

Os vírus de Influenza considerados patogênicos são raramente isolados de 

aves silvestres e esses dados são confirmados quando 17 epidemias no Mundo são 

descritas, sendo que oito aconteceram nas ultimas décadas, porém 5 delas 

ocorreram em perus e 12 em galinhas, ambas aves domésticas (ALEXANDER, 

2000, 2003; HORIMOTO; KAWAOKA, 2001).  

Estudos sobre a epidemia de Influenza Aviária no período de 2002 e 2005, 

incluindo três focos de gripe aviária de alta patogenicidade ocorreram nas Américas: 

no Chile (H7N3) em 2002, nos Estados Unidos (H5N2) e no Canadá (H7N3) em 

2004. O surto no Chile limitou-se a um criador de frangos de corte, porém 

representou o primeiro foco de HPAI (do inglês- Highly pathogenic avian influenza 

virus) nesse país. Tratava-se de um vírus de um HPAI distinto de todos os 

anteriormente encontrados e representava um clado na árvore filogenética diferente 

do clado da America do Sul (SUAREZ et al., 2004) 

Nos Estados Unidos, o surto de HPAI (H5N2) aconteceu no Texas e se 

restringiu ás galinhas dos mercados de aves e os sintomas clínicos foram 

equivalentes a uma cepa de baixa patogenicidade, entretanto devido uma mutação 

no sitio de clivagem a cepa tornou-se de alta patogenicidade. O maior foco de HPAI 

nos Estados Unidos ocorreu em 2002, quando 197 fazendas foram despovoadas e 

4,7 milhões de aves exterminadas, para controlar um surto na Virgínia e estados 

vizinhos. O surto foi causado por um vírus HPAI-H7N2 intimamente relacionado com 

um vírus H7N2, que tem circulado no sistema de comercialização de pássaro no 

nordeste dos Estados Unidos desde 1994. 

O surto no Canadá foi o maior das três epidemias envolvendo 42 instalações 

e  aproximadamente 17 milhões de aves no Vale Fraser na Columbia Britânica. Nos 

três Países, os focos de HPAI foram erradicados com o extermínio das populações 

infectadas. Todos os outros relatos de infecções em aves residentes e aves 

selvagens pertenciam ao vírus da Influenza de baixa patogenicidade (LPAI, do 

inglês- Low patogenicity Avian Influenza vírus) (SENNE, 2007). 

 

1.5 Estudo de Influenza A em aves no Brasil 

 

Os vírus influenza A em todo o mundo ocorrem em aves selvagens e são 

associados a surtos em galinhas e perus comerciais. No entanto, não há  incidência 

de AIV nas aves comerciais no Brasil. Os trabalhos descrevem avaliações de fauna 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Suarez%20DL%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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local, com amostragem de espécies selvagem (residentes e domésticas) de 

migração nacional e intercontinental (ARANKU; FARIA; TAKEYAMA,1971;  ARANKU 

et al., 1976; RESENDE et al., 1990; SALCEDO, 1980). 

No Brasil, na cidade de Rio de Janeiro, Salcedo (1980) relata o primeiro 

isolamento do vírus da Influenza A que detectou em fezes coletada de patos 

silvestres (Dendrocygna viaduta) e de aves ornamentais, que possuíam afinidade 

antigênica com as amostras A/turkey/Massachusset/65 (H6N2) e A/duck/England/63 

(H1N4). 

No Estado de São Paulo foi realizado estudo sorológico em aves silvestres, 

residentes e migratórias que apresentaram anticorpos com afinidade antigênica 

A/duck/Czechoslovakia/56 (H4N6) (ARANKU et al., 1971). 

Resende et al. (1990) citou  que em avaliações sorológicas de plantéis 

industriais conduzidas em Minas Gerais, em frangos de corte não foram encontrados 

anticorpos para vírus da influenza A.  

Kawamoto et al. (2005) registraram a presença de vírus da Influenza A em 

aves silvestres residentes e migratórias no ano de 1999. Neste estudo foram 

isoladas 14 amostras positivas de Influenza A de aves das espécies Elaenia 

mesoleuca (2), Sporophila lineola (1), Sporophila caerulescens (1), Columbina 

talpacoti (2), Vireo olivaceus (2), Paroaria dominicana (2), em dois tipos de coleta 

(oral e cloacal). 

Mancini et al. (2003), analisaram padrão de hemaglutinação da Influenza A, 

oriundo de vários animais, como equinos, suínos, aves e humanos. As amostras de 

vírus de Influenza isoladas de aves demonstraram propriedades aglutinantes com 

hemácias de quase todas as espécies de animais, exceto com hemácia de bovino. O 

resultado indicou que os vírus de aves reconhecem a sequência SAα 2,3 Gal; SAα 

2,6 Gal oligossacarídeo da superfície de eritrócitos de todas as espécies de animais 

citados. 

Araujo (2004a), comunicou um inquérito epidemiológico realizada em 

município de Galinha localizada em Rio Grande do Norte. Nesse estudo foram 

coletados 388 amostras de 11 espécies de aves silvestres, no período de 22 de abril 

a 3 de maio de 2003. As amostras de fezes (pool) foram separadas em lotes, das 

quais foram isoladas de 13 lotes os subtipos H3 nas espécies de aves marinhas, 

sendo encontrado principalmente nas espécies Calidris pusilla, Columbina sp,  P. 

squatorola, C. semipalmatus, Calidris fuscicollis, Arenaria interpres, nas quais todas 
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são aves migratórias. Sendo que a espécie Calidris fuscicollis é oriundo dos Estados 

Unidos. 

No ano de 2004 foi realizado inquérito epidemiológico no Parque Nacional 

da Lagoa do Peixe localizado no Rio Grande do Sul. Neste estudo foram capturadas 

191 aves de espécies diferentes, dentre elas a espécie Sterna hirundo recuperadas 

com anilhas dos EUA e uma ave da espécie Sterna eurygnata recuperada com 

anilhas do CEMAVE/BRASIL e neste trabalho foram identificados os subtipos H2 e 

H4 (ARAUJO, 2004b). 

Golono (2009) utilizando PCR tradicional e em tempo real, após 

transcriptase reversa (RT) detectou uma amostra positiva em Trinta Réis Boreal 

(Sternia hirundo) capturadas na Ilha de Canelas, região norte do Estado do Pará.  

Ferreira (2010) em seu trabalho de Influenza Aviária com aves silvestres 

brasileiras capturou 38 passeriformes, 27 anseriformes e 33 perus, no ano de 2005. 

Em 2006, foram 595 anatídeos, 101 galiformes, 1 gaivota, 1 garça e 1 maguari. As 

aves   foram provenientes dos Estados de Roraima (Monte Negro) e Pará (Baixa 

Grande/Matupiri, Breves e São Sebastião da Boa Vista na Ilha de Marajó, 

Castanhal/Terra Alta, São Caetano de Odivelas, Vigia/Marabitana). Para definir o 

perfil sorológico dos 922 amostras foi realizado o teste de Inibição de 

Hemaglutinação (HI), porém não foi contastada a ocorrência de anticorpos para o 

vírus da Influenza A. 

 

1.6 O AIV patogênico para o homem 

 

Os AIV dos subtipos H3, H5, H7 e H9, antes denominadas patogênicas para 

as aves, estão infectando populações humanas suscetíveis, sem passar pelos 

hospedeiros intermediários suínos. Os subtipos H5N1, H9N2 e H3N2 se espalharam 

e evoluíram de formas diferentes nos hospedeiros infectados (DUCATEZ; 

WEBSTER; WEBBY, 2008). 

O subtipo do vírus da Influenza aviária A/Chicken/Scotland/59 (H5N1) é 

altamente patogênico quando confinado à população de galinha. O vírus do mesmo 

subtipo A/Chicken/HongKong/97 (H5N1), em 1997, apresentou alta virulência e além 

de devastar a população de aves, foi responsável por infecções humanas na China 

com oito casos fatais (CLAAS et al., 1998; SUBARRO et al., 1998; SUBARRO; 

KATZ, 2000; WEBBY; WEBSTER, 2003).   

file:///C:/pubmed
file:///C:/pubmed
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Nos últimos anos, a incidência do vírus da Influenza aviária H5N1 tem 

aumentado e casos estão sendo identificados em vários países da Ásia, seguindo o 

trajeto de epidemias em aves além de outras espécies de animais. Os números de 

casos estão aumentando em vários outros países da Europa (Bélgica, Alemanha) e 

das Américas do Norte e Central (México) ameaçando a saúde da humanidade 

(CAPUA; ALEXANDER, 2002; CAPUA et al., 2003; LAI; PHILLIPS, 1999; PEIRIS et 

al., 2004; SPACKMAN et al., 2003; TRAMPUZ et al., 2004).  

A amostra A/England/268/96 (H7N7) isolada pela primeira vez em humanos 

com quadro de conjuntivite, apresentou pela análise filogenética e sequenciamento 

parcial, dos sete segmentos do vírus. Em 1995, esta mesma amostra mostrou, 

homologia com o vírus H7N7 isolado de perus na Irlanda (BANKS; SPEIDEL; 

ALEXANDER, 1998; KURTZ; MANVELL; BANKS, 1996). 

No ano de 1999, foi isolado pela primeira vez o vírus de influenza subtipo 

A/Chicken/HongKong/G9/97 (H9N2) das amostras oriundas de aspirado da 

nasofaringe de duas crianças hospitalizadas com febre e infecções nos tratos 

respiratórios inferiores em Hong Kong, China (KOOPMANS et al., 2004; LIN et al., 

2000; SUBBARAO; KATZ, 2000). No Paquistão, no mesmo ano, durante epidemia 

em galinhas detectou-se o vírus A/Chicken/Pakistan/2/99 (H9N2) em humanos. Os 

dois subtipos de vírus de Influenza citados a cima, possuem seis genes internos 

idênticos aos do subtipo H5N1, o qual foi identificado em 1997 (CAMERON et al., 

2000; LIN et al., 2000).  

Posteriormente, nos anos 2003 e 2004, o vírus da Influenza ressurgiu 

transmitido do pato selvagem para galinhas domésticas. O vírus 

A/Chicken/Netherlands/1/03 (H7N7) cujo fenótipo é altamente virulento, provocou 

morbidade e mortalidade tanto na população de galinhas como na de patos. As 

pessoas expostas à população de aves doentes que foram infectadas apresentaram 

conjuntivite, sintomas de gripe e acometimento do quadro respiratório. O vírus 

A/Netherlands/3/03 (H7N7) foi isolado de um caso fatal que demonstrou possuir 

identidade do subtipo isolado de galinha. Os dois subtipos A contêm na região de 

clivagem, um composto de protease de base múltiplo de aminoácidos na 

glicoproteína da hemaglutinina viral. O exame do segmento do genoma do vírus 

isolado do humano que ocasionou em morte apresentou substituição de 26 

nucleotídeos e os outros isolados, de 14 nucleotídeos (FOUCHIER et al., 2004; 

KOOPMANS et al., 2004).  
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O subtipo H9N2 disseminado na população de galinhas e gansos na Ásia 

demonstrou ser de baixa morbidade em humanos. Isso porque, foram constatadas 

mutações nas glicoproteínas da superfície viral de forma que as sequências se 

tornassem idênticas às dos subtipos dos vírus H2N2 humanos.Tais achados 

reforçam a necessidade de monitoramento constante dessas amostras que, por 

causar uma zoonose, poderão ser introduzidas na população humana suceptível 

originando uma epidemia (CAMERON et al., 2000; MATROSOVICH et al., 1999).   

A amostra Gull/Maryland/704/77 (H13N6) de origem de ave marinha foi 

isolada de um caso fatal de uma paciente em Winscosin-EUA com quadro 

respiratório agudo (WEBSTER et al., 1997). No ano de 2009, uma nova cepa 

patogênica denominada H1N1 suína clássica com três recombinações, oriunda dos 

subtipos H1N1 de aves e de H3N2 de seres humanos foi responsável pela epidemia 

no México, culminando como pandemia mundial com vários óbitos nas populações 

suscetíveis (Fig. 2). E até os dias atuais está sendo monitorada pela OMS (SMITH  

et al., 2009; WHO, 2013). 
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Figura 2- A figura demonstra a relação genética entre o vírus da Influenza suína, 
Aviários e humanos que contribuíram para o Flu A/H1N1 pandêmico de 
2009. 

 

 

Nota: As setas amarelas refletem a exportação de um ou mais genes da influenza aviária tipo A. A 
seta vermelha pontilhada indica um período sem a circulação do vírus. Setas vermelhas sólidas 
indicam os caminhos evolutivos das linhagens do vírus da Influenza humana. setas azuis sólidas, 
indicam a linhagem de vírus da Influenza suína. e a seta azul com vermelho, indicam um vírus da 
gripe humana de origem suína. Todos os vírus Influenza A contém oito genes que codificam as 
seguintes proteínas (mostrados de cima para baixo dentro de cada vírus): PB2 polimerase, PB1 
polimerase, PA polimerase, hemaglutinina (HA), Nucleoproteina (NP), Neuraminidase (NA), as 
proteínas da matriz (M) e as proteínas não estruturais (NS). Os genes do virus da Influenza de 1918 
(H1N1) humana e suína e 1979 H1N1 Influenza virus A, foram todos descendentes dos genes do 
virus da Influenza aviária tipo A, e alguns destes genes foram "doados" para a cepa H1N1 pandemia 
humana. 
Fonte: Morens, 2009 
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Vários estudos estão confirmando a circulação de Influenza A/H3N2 nas 

populações de aves domésticas. É sabido que este subtipo é capaz de infectar 

humano e com o surgimento do tipo H3N2 com incorporação de um gene do vírus 

H5N1 levantaram-se novas preocupações sobre o surgimento de novos vírus que 

possam infectar e se adaptar em humanos e hospedeiros intermediários como os 

suínos e outros (CHEN et al., 2008; GUAN  et al., 2010; ZHOU et al., 2011a).  

Na China três vírus foram isolados de cloaca de patos A/pato/HuBei/06/2009 

(H3N2), A/pato/HuBei/09/2009 (H3N2) e A/pato/HuBei/10/2009 (H3N2). As análises 

filogenéticas revelaram que a sequência de nucleotídeos dos segmentos destes três 

isolados tinha a identidade do vírus subtipo H3N2 de suíno isolado no sul da China. 

No entanto, para proteína M as três cepas e uma cepa suína H1N1 isolada da 

América do Sul formaram um cluster. Para o segmento PB2 dois destes isolados 

formaram o cluster com vírus H5N1 isolado de patos infectados, demonstrando que 

este vírus emergente resultou da recombinação de H3N2 de patos com a cepa suína 

H1N1 e a AIV H5N1. O surgimento deste vírus H3N2 com incorporação de um gene 

do vírus H5N1 levanta novas preocupações sobre emergência de um novo vírus 

pandêmico (ZHOU  et al., 2011b). 

A organização Mundial de Saúde (OMS) relatou no dia primeiro de Abril de 

2013, pela primeira vez, três casos de infecção humana e alguns casos fatais 

suscitados por um novo AIV (H7N9) na China (WHO, 2013).  

 

1.7 Reservatório de Influenza A 

 

Várias evidências confirmam que aves aquáticas e silvestres são 

reservatórios de todos os subtipos de Influenza A (IA), devido a recombinações entre 

os subtipos de Hemaglutininas e Neuraminidase e as quais surgem através de 

infecções inter espécies na natureza. Durante séculos, os IA nesses reservatórios 

foram se perpetuando e disseminando mutantes e/ou recombinantes capazes de 

infectar as diversas espécies animais, incluindo focas, baleias, suínos, cavalos aves 

domésticos e humanos (MURPHY; WEBSTER, 1996). A figura 3 mostra o 

intercâmbio, representado pelas setas, de IA entre diferentes espécies. 

file:///C:/pubmed
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Figura 3- Representação dos hospedeiros do vírus Influenza A e suas transmissões 
inter e intra espécies.  

 

 

Nota: As aves selvagens aquáticas são reservatórios de todos os subtipos de Influenza A. As setas 
indicam a transmissão de aves aquáticas selvagens para aves domésticas, mamíferos marinhos, 
baleias, equinos, suínos e seres humanos, além de demonstrar a transmissão de suínos para 
humanos e de aves para seres humanos.  Recentemente há transmissão de equino para cães e 
gatos.  
Fonte: Modificado de Wright, Neumann e Kawaoka (2007). 

 

O vírus do subtipo A/Eq1/Prague/ 1/ 56 (H7N7) foi isolado numa pandemia 

de doença respiratória entre os equinos na Europa e surto na Índia e Egito. Acredita-

se que o vírus continue circulando na população de equinos de forma subclinica. 

(WEBSTER, 1993). 

O vírus do subtipo A/Equine 2/Miami/1/63 (H3N8) foi isolado durante uma 

grande epidemia ocorrida nos Estados Unidos, em 1989. O vírus apresentou 

morbidade de 80% e mortalidade de 20% na população equina. As análises das 

sequências desse vírus determinaram a origem em aves e se estabeleceu na 

população de equinos (WEBSTER; GUO, 1991). Em 2004, ocorreu na Florida-EUA a 

transmissão do vírus A/Equine2/Miami/1/63 (H3N8) de equino para cães, onde o cão 

infectado pelo  vírus A/Canine/Florida/43/04 (H3N8) apresentou graves sinais 

clínicos com transmissão para outras populações caninas nos Estados Unidos 

(CRAWFORD; DUBOVI; CASTLEMAN, 2005) e a análise filogenética demonstrou 
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que mudanças moleculares na HA da cepa de equino permitiu a adaptação evolutiva 

para o novo hospedeiro. 

Uma epidemia em focas ocorrida entre 1979 e 1980 infectou 20% da 

população da espécie (Phoca vitolina). Esses animais morreram em consequência 

de pneumonia respiratória, na costa dos Estados Unidos. A análise genética revelou 

que A/Seal/Massachutts/1/80 (H7N7), procedeu de origem aviária. Em 1982 a 1983 

espécie de Phoca cárpica foi infectada pelos vírus de Influenza dos subtipo H4N5, 

H3N2, H4N6, aviária comprovada pelo isolamento e sorologia e com resposta 

antigênica para H3N2 humano (CALLAN et al., 1995).  

Baleias foram infectadas pelos subtipos H13N2 e H13N9 atestados pelo 

isolamento dos vírus dos pulmões desses mamíferos (HINSHAW et al.,1986). Os 

gatos domésticos e tigre do Zoológico morreram após ingerirem da carne de frango 

infectadas com vírus do subtipo H5N1 aviário após adquirir a doença (SPRENGER 

et al.,1993).  

Na Suécia o vírus da Influenza A do subtipo H10N4 aviário, foi introduzido na 

população de vison (mamíferos mustelídeos) expondo à mortalidade e transmissão 

entre os animais.  A infecção experimental comprovou a sua suscetibilidade de 

replicação dos vírus de origem de aves, equinos, suínos e humanos com capacidade 

de transmissão aos animais desafiados (KLINGEBORN et al., 1985; OZAKI et al., 

1983). 

Yasuda et al. (1991) pela análise molecular observou a transmissão do 

Influenza A  subtipo H3 do pato  silvestre para pato doméstico e suínos, ocorrido no 

sul da China.  

Um novo vírus Influenza-like (H17N10) foi recentemente descoberto em 

morcegos. A glicoproteína do envelope viral da hemaglutinina (HA) revelou que H17 

não apresenta α2, 6 receptor siálico (SA) humano e  α2, 3 receptor siálico (SA) 

aviária e são de baixa estabilidade térmica (SUN et al., 2013).  

  
1.8 Evolução do vírus da Influenza 

 

A partir das análises filogenéticas do gene NP do vírus da Influenza A de 

vários hospedeiros concluí-se que existem sete linhagens de vírus da Influenza A: 

dois equinos vírus A/Eq1/SP/1/56(H7N7) e A/Eq2/SP/1/85(H3N8); um em ganso da 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Yasuda%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Yasuda%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Yasuda%20J%22%5BAuthor%5D
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América do Norte; uma em aves Eurásia além de um vírus de suíno “avian like”; um 

suíno e um humano. Os dois últimos pertencem ao grupo filogenético como derivado 

de vírus aviário (GORMAN et al., 1991; HORIMOTO et al., 2001).  

Estudos dos segmentos do gene do vírus das espécies aviários divergem 

em duas sublinhagens distintas de acordo com divisão geográfica Eurasia e 

Americanas (DONIS et al., 1989). Para estirpes das Américas e Europa/Asia 

segundo Webster et al. (1992),  a distinção  estaria associada à migração de aves 

aquáticas, principalmente no sentido norte-sul (latitude) nesses continentes, e não 

leste-oeste (longitude). Aves que migram no sentido da longitude teriam importante 

papel na continuidade da evolução de influenza. Fator indicativo de que as aves 

migratórias participam ativamente da transmissão de Influenza aviária entre dois 

continentes. 

 

Figura 4- Árvore filogenética do vírus da influenza A, gene da NP.  
 

 

Nota: A árvore da esquerda foi baseada no alinhamento de sequências de nucleotídeos, enquanto 
que a da direita foi baseada no alinhamento de sequência de aminoácidos. As árvores demonstram 
as sete linhagens de hospedeiros específicos: (I) humano; (II) suíno clássico; (III) H7N7 equino 
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(A/equine/Prague/56); (IV) recente equino; (V) H13 gull; (VI) aves da América do Norte; (VII) vírus das 
aves Eurásia.  
Fonte: Wright, Neumann e Kawaoka (2007). 

Entre os grupos de suínos e humanos, a taxa de evolução na proteína da HA 

é alta, no entanto as proteínas internas (RNA transcriptases NP, M1 e NS) 

apresentam uma baixa taxa de evolução, apresentando mutações silenciosas. Estas 

evoluções foram detectadas durante o período de 55 anos (ITO et al., 1991). Para os 

vírus do AIV de aves aquáticas, os índices de evolução  foram baixa, indicando de 

que as taxa de mutações não ocorreram nos últimos 60 anos. As mudanças de 

nucleotídeos nos vírus da  Influenza  de aves são silenciosas e não representam 

trocas de aminoácidos, significando que na população de aves aquáticas, causam 

infecções inaparentes, com quase nenhuma alteração nas glicoproteínas das 

Hemaglutinina e Neuraminidase mantendo como reservatório natural de todos os 

subtipos do vírus da influenza A (HORIMOTO; KAWAOKA, 2001). 

A pressão seletiva para adaptação nas espécies na classe dos mamíferos 

determina alta mutabilidade. As sequências de nucleotídeos dos genes precursores 

da Hemaglutinina (HA) e componentes não estruturais (NS) da AIV em surtos de 

galinhas e perus indicaram que as taxas de evolução foram semelhantes às de 

mamíferos, comprovando a adaptação de IA em tais espécies de aves (SUAREZ; 

SENNE; 2000).  

 As relações filogenéticas das AIV do subtipo H5 isoladas na América do 

Norte foram avaliadas por análise dos genes da HA e NS, indicando a manutenção 

de múltiplas divisões e sub-linhagens em aves aquáticas migratórias, sendo que, das 

quatro sequências de HA1 conhecidas, três estão presentes em aves aquáticas 

migratórias (MARAKOVA et al., 1998). A análise filogenética do gene NS do subtipo 

H5N1 em populações de patos evidenciou a existência de sub-linhagens múltiplas e 

rearranjo deste gene em dois alelos. Das sub-linhagens, as mais instáveis 

geneticamente foram àquelas isoladas dos surtos recentes no México central. As 

sequências de aminoácidos  de HA da região associada com a adsorção ao receptor 

celular revelaram que isolados de aves aquáticas, galinhas vivas de mercado 

popular e perus não possuíam glicosilação no aminoácido 236 (GARCIA et al., 

1997). 

Análises evolutivas foram usadas pelas equipes de pesquisadores do Reino 

Unido, Hong Kong e Estados Unidos para reconstruir a origem do vírus da gripe 

suína (H1N1). Ao comparar as sequencias do genoma da estirpe pandemia com 
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centenas de outras cepas de suínos, aves e humanos que representam o espectro 

completo de vírus da gripe, foram capazes de construir uma árvore genealógica de 

S-OIV (do inglês – Swine origen influenza vírus) e dados de seu surgimento. A 

análise mostra que S-OIV é derivado de vários vírus já em circulação em suínos, 

alguns dos quais foram de origem aviária ou humana.  A transmissão inicial de S-

OIV aos seres humanos ocorreu vários meses antes da epidemia. (SMITH et al., 

2009). 

As linhas do diagrama demonstrado na figura 5, representam as origens de 

cada 8 genes das três subtipos de vírus de Influenza A.  O Vírus  H1N1 (suína 

clássica) tem existido nessa espécie da América do Norte e Eurásia por pelo menos, 

80 anos. “O diagrama mostra que durante os últimos 30 anos o vírus H1N1 de aves 

(linhas verdes) e o vírus H3N2 de seres humanos (linhas azuis) se misturam com os 

vírus suínos clássicos (linha rosa do diagrama) para criar um vírus de triple-

recombinante”.  As recombinações dos genes PB1 e NA foram oriundas das cepas 

H3N2 humana, PB2 e PA  de vírus aviária e as proteínas HA, NP, M, NS de  suínos 

domésticos da America do Norte (ZELL; SCHOLTISSEK; LUDWIG, 2009). Os 

últimos contribuíram como reservatórios e transmissores do vírus recombinante  

entre os animais da Eurásia e América do Norte auxiliando nesses eventos de 

rearranjo.  

A figura 5 mostra as semelhanças com algumas estirpes recentemente 

sequenciadas da gripe de Hong Kong, e sugere que os vírus predecessores de S-

OIV foram amplamente distribuídos por vários continentes. Os números de 

alterações entre a sequência e o sincronismo de rearranjos que levaram a estirpe a 

pandemia foram datados entre 9 e 17 anos atrás. Isso significa que os vírus triple-

recombinantes estiveram presentes em suínos há cerca de uma década sem serem 

detectados durante esse tempo.  A quantidade de diversidade de sequência dentro 

da estirpe pandemia nos seres humanos sugere que S-OIV vírus fez o salto para 

nossa espécie em torno de Janeiro de 2009.  No entanto, os autores não foram 

capazes de identificar a origem imediata da estirpe pandemia, devido às grandes 

lacunas nos registros genéticos dos vírus da gripe suína em todo o mundo.  
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Figura 5- Evolução da cepa H1N1 endêmica (S-OIV).  

 

 

Nota: Os oito pontos representam as 8 partes do genoma de S-OIV e as linhas representam as 
origens de cada subtipo.  O vírus H1N1 de aves (linhas verdes) e os vírus H3N2 de seres humanos 
(linhas azuis) se misturam com os vírus suína clássica (linha rosa)  
Fonte: Smith (2009). 

 

Podemos citar várias evidências que reforçam os estudos do vírus S-OIVO, 

tais como o papel dos suínos como fonte de vírus para humanos e aves e vice-versa 

tem sido sempre relatado. O isolamento de AIV do subgrupo H4N6 de suínos com 

pneumonia de uma fazenda comercial, descrito no Canadá, permitiu a demonstração 

da infecção natural interespécie de aves para suínos. A análise filogenética dos 8 

segmentos do RNA demonstrou ser essa estirpe representante da linhagem norte-

americana de AIV (KARASIN et al., 2000). 

Foram descritos segundo a analise dos genes da HA de quatro isolados de 

AIV suínos da Carolina do Norte, Texas, Minnesota e Iowa que todos foram 

derivados do isolado humano H3N2 que circulou em 1995 (ZHOU et al., 1999).  

A sequência de nucleotídeos do gene da HA1 da estirpe 

A/turkey/Germany/2482/90, isolada de aves mantidas em fazenda de suínos, foi 

comparada com o gene da HA1 de estirpes isoladas dos surtos recentes de 

influenza em aves e suínos. As sequências do gene da HA de uma estirpe H1 de 

perus proporcionaram evidências de transmissão originária de suínos (WOOD et al., 

1997). Por conseguinte, recombinações genéticas múltiplas foram demonstradas 

entre influenza aviária, influenza humana em coinfecções em suínos. Elas geraram 
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um novo genótipo de H1N2 a partir de coinfecção de H1N1 tipo humano e H3N2 tipo 

suíno seguido de infecção por H1N1 tipo aviário (BROWN et al., 1998). 

A Pandemia de gripe tem trazido uma ameaça crescente para a saúde 

pública em todo o mundo na última década. No século XX, três focos de pandemia 

de gripe humana ocorreram em 1918, 1957 e 1968, causando expressiva 

mortalidade. Várias hipóteses têm sido propostas para o surgimento e o 

desenvolvimento de vírus pandêmico, incluindo a introdução direta em seres 

humanos de uma origem aviária e rearranjo entre aviária e humana que circularam 

em nossa espécie, ou através de um hospedeiro intermediário de mamíferos. No 

entanto, a história evolutiva dos vírus pandêmicos tem sido controversa, 

principalmente devido à falta de informação genética de antecedentes e rigorosas 

análises filogenéticas (TRAMPUZ et al., 2004). 

 

1.9 Propriedades do Vírus da Influenza 

 

Os vírus da Influenza apresentam formas esféricas alongadas e filamentosas 

que, por coloração negativa com fosfotungstato, podem ser observadas ao 

microscópio eletrônico, apresentando o diâmetro de 120 - 150 nm.  Na superfície do 

vírus ocorrem projeções que medem 10-16 nm de comprimento e 4-6 nm de 

diâmetro. Há dois tipos de glicoproteínas denominadas de Hemaglutinina (HA) e 

Neuraminidase (NA). O envelope contém projeções de HA e NA, que formam um 

halo característico ao redor das partículas em coloração negativa e são verificadas 

por microscopia eletrônica de contrastação negativa (Fig. 6). 
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Figura 6- Microscopia eletrônica de contrastação negativa do Vírus da Influenza. 
 

 

Fonte: Stannard, 1995. 

 

1.10 Genoma do vírus da Influenza A 

 
O tamanho do genoma do vírus da Influenza varia de acordo com seus tipos, 

subtipos e segmentos. Os vírus da Influenza A e B contêm oito segmentos, os quais 

codificam 11 proteínas estruturais e não estruturais (PALESE; SHAW, 2007; 

PORTELA; EDIGARD, 2002), enquanto a C possui sete segmentos, codificando 9  

proteínas e ausência de gene neuraminidase (NEUMANN; HUGHES; KAWAOKA, 

2000). O segmento da Influenza A é linear de fita de senso negativo ou 

complementar, os mRNA são constituídos de 8 segmentos de 900 a 2350 

nucleotídeos. Esses compreendem os genes: NP e três subunidades de polimerase 

(PB1, PB2 e PA) que formam o complexo nucleoproteína (RNP) que participam na 

replicação e transcrição do RNA. Além das Proteínas superficiais Hemaglutinina, 

Neuraminidase, M1 e M2 e das não estruturais NS1-NS2 (WRIGHT; NEUMANN; 

KAWAOKA, 2007) (Fig. 7). 
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Figura 7- Ilustração esquemática das estruturas de Orthomyxoviridae. 

 

Fonte: Adaptada  de Murphy e Webster (1996). 

 

 

1.10.1 A proteína Polimerase Básica 2 (PB2) 

 

 Esta proteína é composta de 2341 nucleotídeos (PALESE; SHAW, 2007). A 

proteína PB2 participa na ligação do capsídeo nas moléculas pré mRNA (BLAAS; 

PATZELT; KUECHLER, 1982). A alteração de um aminoácido da proteína PB2 pela 

mutação do aminoácido na posição 627 do gene PB2 favoreceu na adaptação de 

vírus de origem aviária vírus do subtipos subtipos H7N7 e H5N1 para  humanos e 

sua replicação em células de outros mamíferos (FOUCHIER et al., 2004; WRIGHT; 

NEUMANN; KAWAOKA, 2007; GUAN et al., 2010).   

 

1.10.2 A proteína Polimerase Básica1 (PB1) 

 

A proteina (PB1) é formada por 2341 nucleotídeos. Essa proteína tem duas 

funções na adição dos nucleotídeos durante o alongamento do RNA e a ligação nas 

extremidades terminais do RNA viral (RNAv) e  do RNA complementar  (RNAc)   
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para iniciar a transcrição e replicação (GONZALES; ORTIN, 1999). Outro peptídeo 

denominado Proteína Polimerase Básica 1 – F2 encontrados na maioria dos vírus 

Influenza é capaz de ocasionar alterações morfológicas e destruição da membrana 

mitocondrial da célula hospedeira, suscitando em morte celular (CHEN et al., 2001). 

 

1.10.3 A proteina Polimerase Ácida (PA) 

 

Esta proteína é formada por 2233 nucleotídeos.  A proteína PA tem um 

papel importante no mecanismo de transcrição e replicação quando ocorrem 

algumas mutações virais (PALESE; SHAW, 2007). 

 

1.10.4 A Nucleoproteina (NP) 

 

È a maior entre as proteínas estruturais, constituído 1565 nucleotídeos. A 

NP em conjunto com a RNA-Polimerase/RNA-Dependente atuam na transcrição e 

replicação do genoma viral e pela diferença composição antigênica da proteína NP 

dos vírus da Influenza podem tipificar os três gêneros A, B e C (PALESE; SHAW, 

2007).  

 

1.10.5 Proteinas M1 E M2 

 

As proteínas M1 possui 756 nucleotídeos e a proteína M2 de 291 

nucleotídeos. Os genes dessas proteínas são codificados no mesmo sitio, porém 

sofrem pressões seletivas diferentes. Na proteína M1, 96% das mudanças são 

silenciosas e na proteína M2 apenas 66% são silenciosas (STOUFFER  et al., 2008; 

WEBSTER  et al., 1992). 

A proteína M1 do envelope viral  liga à proteína M2 e  exerce a função de 

montagem e liberação dos vírus das células hospedeira. 

A M2 é uma proteína transmembrana expressa em larga escala na 

superfície do vírus que facilita no transporte  através das membranas celulares 

durante a replicação viral (SCHROEDER et al., 1994). Além disso, atua como 

regulador do pH na membrana do complexo de Golgi das células infectadas durante 

o processo de maturação viral (PIELAK et al., 2010). 
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1.10.6 As proteínas não estruturais (NS1 e NS2)  

 A proteína nuclear NS1 formada de 890 nucleotídeos  é encontrada em 

células infectadas. Essa proteína desempenha diversas funções, como regulação no 

anelamento, é associada ao processo de tradução do mRNA  para o núcleo da 

célula  e interferência na atividade do interferon do hospedeiro (LAMB; KRUG, 

2007). 

 A Proteína NS2 formada de 605 nucleotídeos é conhecida como NEP (do 

inglês - Nuclear Export Protein), é responsável pela translocação do RNA do núcleo 

para o citoplasma com interação da proteína M1 (RICHARDSOM; AKKINA, 1991; 

YASSUDA et al., 1993) 

1.10.7 Hemaglutinina (HA)  

É uma glicoproteína de superfície é constituída de 1742 a 1778 

nucleotídeos, sintetizada no retículo endoplasmático como precursor H0.  Após a 

tradução do precursor ocorrem a glicosilação com adição de ácidos graxos e a 

clivagem proteolítica, necessária para a função da molécula. De tal clivagem 

originaram-se duas cadeias de polipeptídeos denominadas HA1 e HA2. 

(HORIMOTO; KAWAOKA, 1994).  

As cadeias HA1 e HA2 estão ligadas por pontes de dissulfeto. A porção amino 

terminal da proteína HA1 é encontrada na parte externa da membrana lipídica e a 

proteína HA2 fica ancorada  na membrana lipídica. As hemaglutininas são 

responsáveis, pela adsorção dos vírus aos receptores específicos presentes em 

diferentes tipos de células: humanas, macacos, cobaias e equinos. Ainda é 

responsável pela penetração do vírus através da membrana citoplasmática, 

intermediando a fusão do envelope da partícula endocitada com a membrana 

endosomal, resultando na liberação dos nucleocapsideos no citoplasma. 

(HORIMOTO; KAWAOKA, 2001; WRIGHT; NEUMANN; KAWAOKA, 2007). 

As moléculas de Hemaglutinina (H0 e H2) estão ancoradas e projetadas no 

envelope na extremidade distal e conectado a HA1 que é a subunidade globular mais 

externa formando um trimero. As estratégias para a fusão das duplas camadas 

lipídicas do envelope viral e célula hospedeira requerem trímeros de HA para 

adsorver e assegurar a formação do poro de fusão competente e sítio trans-
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membrana para a completa fusão. HA1 ancora-se às membranas e promove fusão 

apenas parcial (hemifusão).  

Uma região hidrofóbica de HA2 torna-se exposta em pH ácido e forma a 

glicoproteína da fusão. As mudanças conformacionais na HA em pH baixo resultam 

na exposição de alguns sítios. Por exemplo, os sítios de clivagem por tripsina do 

peptídeo da fusão exposto tornam-se sensíveis à digestão pela termolisina e a ponte 

dissulfídrica única a ligar HA1 e HA2 torna-se exposta. Apesar das modificações, a 

molécula mantém a estrutura trimérica e os sítios de combinação com o receptor 

mantêm os resíduos de ligação ao ácido siálico. As pontes dissulfídricas entre as 

subunidades HA1 e HA2 protegem a HA de mudança conformacional em pH ácido, a 

qual impediria a associação ao receptor celular (LAMB; KRUG, 2007). 

A Hemaglutinina desenvolve formação de anticorpos neutralizantes em 

hospedeiros pós-infectados e apresenta atividade hemaglutinante.. (BARBOSA et 

al., 1997; COUCEIRO et al., 1994; HORIMOTO; KAWAOKA, 2001; ITO et al., 1997).  

 

1.10.8 A neuraminidase (NA)  

 

Esta glicoproteína é encontrada na superfície do vírus e juntamente com a 

HA tem importante função na liberação dos vírus do interior da célula, após a 

replicação viral.  A estrutura da NA é formada de uma haste com uma porção 

globular (cabeça) na extremidade, tomando a forma de um cogumelo. A NA um 

tetrâmero proteína integrante da membrana do vírus pode ser removida do envelope 

viral com enzima protease, que pode ser observada em forma de rosetas 

apresentando atividade neuraminidase  ativa. (LAVER;  GARMAN, 2002). 

A atividade enzimática da NA sobre os sítios de ácido siálico dos receptores 

celulares são mediada por dois sítios: um na superfície superior (distal) e outro na 

superfície inferior (proximal) da cabeça globular. Na extremidade globular, 11 sítios 

conservados apresentam ligação ao ácido siálico. Com a remoção desse ácido da 

HA pela NA da superfície celular facilita-se o transporte do vírus pela camada de 

mucina, o que permite ao vírus de encontrar o seu receptor na membrana celular 

das células da mucosa do hospedeiro infectado (LAMB; KRUG, 2007).  

Webster e Laver (1980) definiram quatro regiões antigênicas diferentes no 

gene de Neuraminidase, sendo um sitio ativo conservada, das cepas de Influenza A 

e B, e os demais sítios, acarretam variações antigênicas ao longo dos anos.  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Laver%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12443895
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Garman%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12443895
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 O número de frequência de substituição de nucleotídeos para o gene inteiro 

é estimado em 2,28x10-3 sítios por ano, com 42% de mutação silenciosa e 35% 

dessas substituições localizadas em regiões importantes dos epítopos da proteína 

(XU et al., 1996). O gene de NA apresentam atividade imunogênica (KILBOURNE et  

al.,2004).  
 

Figura 8- Estrutura tridimensional da proteína Neuraminidase.  

 

 

Nota: A- Ponte de dissulfeto; B- sitio de glicolisação do amino acido na posição  86,1646, 200 e 2349 
(circulo), nos sítios de Aspargina 113 e 114 (flexas). C-Resíduos que diferem a N2 (quadrado preto) e 
N9 (circulo preto), variantes selecionados com anticorpos monoclonais. D- Resíduos de ácido e 
básico conservada da Influenza A. 
Fonte: Wright, Neumann e Kawaoka (2007). 
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1.11 Replicação viral 

 

1.11.1 Adsorção 

 

A replicação tem início com a adsorção da partícula viral à superfície da 

célula hospedeira. Para que haja a adsorção é essencial uma interação entre a HA 

do vírus e dos receptores na membrana da célula hospedeira. Também é necessário 

um  pH ideal para fusão na membrana endossomal (BARBOSA et al., 1997; 

BULOUGH et al., 1994). O sítio de combinação entre a HA e o receptor celular é 

uma estrutura tridimensional, cuja interação com o ácido siálico é mediada nas 

estirpes de aves e equinos ligados preferencialmente ao receptor 2-3Gal (SA2-3Gal) 

do ácido siálico terminal, enquanto as estirpes humanas ligam-se ao receptor SA2-

6Gal (LAMB; KRUG, 2007). As traqueias de suínos possuem  receptores para vírus 

de aves (SAα2-3Gal) e de humanos (SAα2-6Gal). Os suínos por possuírem essa 

característica exercem o papel de hospedeiros para a recombinação de estirpes de 

aves e humanos (SUZUKI et al., 2000). 

A clivagem da molécula HAΟ em HA1 e HA2 é um pré-requisito para a 

mudança conformacional, que ocorre em pH ácido e, portanto, uma condição para 

infecciosidade . As  HA que possuem resíduo único do aminoácido básico arginina 

no peptídeo de conexão entre HA1 e HA2 não são clivadas in vitro, ou seja, não são 

clivadas por maturação no complexo de Golgi, mas podem ser clivadas pela adição 

de tripsina exógena (KLENK et al., 1975). A patogenicidade dos AIV está 

relacionada à ativação dos novos vírions pela furina.  As proteases de diversas 

células em cultivo in vitro foram comparadas com a furina purificada, confirmando o 

papel da última como ativadora da HA para fusão (WALKER; KAWAOKA, 1993). 

Além da ativação da HA pela furina há outras enzimas descritas com papel 

maturador da HA. A protease PC6, também relacionada a subtilisina e muito 

disseminada, pode também ativar AIV virulentos in vitro, indicando que outras 

enzimas de clivagem da HA podem estar presentes nos animais (HORIMOTO; 

KAWAOKA et al., 1994). 

 

 

 

 



40 
 

1.11.2 Penetração 

 

A penetração dos vírus na célula ocorre por mecanismo de endocitose. A 

partícula viral, incorporada à célula hospedeira por picnose, se funde a um 

lisossoma.  As enzimas lisossomal e a proteína M2 dissociam a proteína M1 do RNA 

(ribonucleoproteína) liberam para o citoplasma da célula e a transportam para o 

núcleo formando o complexo PB1 (NATH; NAYAK, 1990), PB2 (MUKAIGAWA; 

NAYAK, 1991) e NP (NEUMANN; CASTRICCI; KAWAOKA, 1997; WANG; 

PALESE; O'NEILL, 1997). 

A endocitose envolve receptores de manose, os quais são considerados os 

principais receptores para os vírus da influenza vírus. (READING et al., 2000). Uma 

invaginação forma-se em sítios tipo bolsa, e após sua remoção a vesícula é fundida 

com endossomos formando uma série de organelas celulares. A seguir, promovem o 

desnudamento das partículas virais com a participação da proteína M2 como canal 

iônico essencial para o desnudamento do influenza vírus. O pH baixo do endossomo 

ativa o canal iônico de M2 e o fluxo de íons para o interior do vírion rompendo as 

interações proteína-proteína entre ribonucleoproteína (RNP) e M1. O pH neutro da 

membrana celular permite  a associação RNP-M1 e montagem do vírion na saída da 

célula. O canal iônico mediado pela proteína M2 possibilita ao pH ácido  no interior 

da partícula viral  a fusão do envelope do vírion com a membrana da célula (LAMB; 

KRUG, 1996; MURPHY; WEBSTER, 1996). A introdução do RNA no núcleo celular 

ocorre através dos poros da membrana nuclear ainda como complexo RNP.  O RNA 

viral (RNAv) é transcrito em RNA mensageiro (RNAm), que  é incorporado ao novo 

RNA.  A iniciação da síntese do RNAm ocorre por fragmentos derivados das recém-

formadas oriundo da transcrições de RNA polimerase II da célula e a  transcrição  

termina pela adição da cauda poli-A (poliadenilada) ao RNAm. A replicação do RNAv 

acontece  com a síntese  dos RNA moldes (cópias de tamanho total do RNAv). Os 

três tipos de RNA que existem durante a replicação (RNAv, RNA  molde e RNAm) 

são sintetizados no núcleo da célula infectada. Esse fato comprovado para o vírus 

da Influenza da qual o RNAms (acido ribonucléico mensageiros)  contem, 

internamente, resíduos de N-6-metiladenosina, que só são encontrados em mRNAs 

de origem nuclear ( KRUG et al., 1976).  

O mecanismo de processamento do RNAm viral é o mesmo dos precursores 

celulares, permitindo a metilação do RNAm em resíduos de adenosina e dois 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Palese%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9032315
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=O'Neill%20RE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9032315
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segmentos de RNAm como precursores,  são processados resultando em 

fragmentos de RNAm menores. Iniciadores da célula, os fragmentos de RNA 

derivados de transcrições de RNA polimerase II iniciam a síntese de RNAm no 

núcleo. Esse mecanismo exige o suprimento continuado de RNA polimerase II 

celular plenamente funcional e justifica a inibição da síntese de RNAm por 

actinomicina D e Α-amantadina.  

 

1.11.3 Transcrição  

 

O  RNAm é dirigido pelo penúltimo resíduo de citosina do RNAv e é 

alongado até atingir os 5 a 7 resíduos de uridina 15-22 nucleotídeos do final 5' do 

RNAv. Quando a cauda poli-A é adicionada à extremidade 3' do RNAm  encerra o 

mecanismo de  transcrição (LAMB; KRUG, 2007). O complexo enzimático está 

envolvida nas cópias de RNAv e na síntese dos moldes complementares. As 

transcriptases estariam envolvidas na síntese de RNAm. Os papéis das proteínas 

não estruturais NS1 e NS2 são responsáveis pela exportação de RNAm (viral) 

clivado do núcleo (RNAm celulares) e  a de clivagem da fase pré-RNAm (viral). 

Seis entre os oito proteínas são transcritos por mecanismo monocitrônico  

HA, NA, NP, PB1, PB2, e PA. Duas proteínas restantes dos RNAs são transcritos 

em mRNAs  e translado para proteínas M1, M2, NS1 e NS2. As proteínas M1 e M2 

são importantes para que ocorra a migração RNA para o citoplasma e para os 

rearranjos dos componentes virais. Finalmente o complexo RNP - M1 interage com a 

proteína M1 os quais estão associados à membrana plasmática (WRIGHT; 

NEUMANN; KAWAOKA, 2007; HORIMOTO; KAWAOKA, 2001). A Neuraminidase 

pode ser detectada, 3 horas após infecção, no citoplasma. As proteínas PB2, NP e 

NS são os três primeiros polipeptídeos que aparecem na célula infectada e supõe-se 

que sejam uma transcrição de três segmentos do genoma viral pela polimerase viral 

(LAMB; KRUG, 2007).  

 

 

1.11.4 Tradução 

 

Durante a infecção pelos vírus da influenza sucedem mudanças na síntese de 

proteínas celulares para proteínas virais, acondicionadas por processos nucleares e 
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citoplasmáticos. Embora haja no núcleo a degradação das transcrições de mRNA 

celular, tal mecanismo não explica  a interrupção da tradução de mRNA celular, pois 

há muitos mRNA celulares funcionais no citoplasma. A interrupção da tradução dos 

mRNA celulares tem lugar 3 horas após a infecção de diversos tipos celulares. Não 

ocorre por degradação ou modificação do mRNA celular, mas se deve à interrupção 

da iniciação e alongamento das traduções. A iniciação da tradução  é seletiva e 

privilegia mRNA viral por serem muito eficientes os iniciadores desses (LAMB; 

KRUG, 2007). 

 

1.11.5 Brotamento 

 

As células infectadas ao microscópio eletrônico permitem a visualização dos 

vírus Influenza na membrana plasmática. As proteínas da célula hospedeira não são 

incluídas na estrutura do envelope viral e, a exemplo de algumas proteínas virais 

não transportadas para a membrana, são excluídas. As associações protéicas 

envolvidas no brotamento viral (incluem contatos entre M1, ligada à dupla camada 

lipídica e a nucleoproteína NP). Os sítios citoplasmáticos da HA tem o papel de 

permitir as interações entre o envelope viral e seus componentes internos no 

processo de seleção das proteínas a serem montadas no vírion (NAIM; ROTH, 

1993). O processo de liberação se inicia com a formação do envoltório em regiões 

da membrana celular na qual são incorporadas as proteínas do envoltório viral. Nele 

há presumível associação da matriz protéica (M) com RNA, seguido de mecanismo 

de pinocitose inversa, isto é, uma saída de substância do interior da célula, 

carreando parte da membrana celular (HORIMOTO; KAWAOKA, 2001; WRIGHT; 

NEUMANN; KAWAOKA, 2007). 
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Figura 9- Esquema de replicação do Vírus da Influenza (etapa 1) 

Nota: 1- Adsorção e endocitose. 2- pH acido nos endossomos. 3- Ativação do poro iônico. 4- Entrada 

dos íons H+. Ligação M1-RNPM1 com HA. 

Fonte: Martins (2001) 
 

 Figura 10- Esquema da Replicação do Vírus da Influenza (etapa 2) 

  

Nota: 7- Mudança conformacional na HA. 8- Translocação da região hidrofóbica da HA2. 9-Fusão das 
HA e dupla camada lipídica do endossomo.10- Liberação RNP para o citoplasma. 11- Migração do 
RNP para o núcleo. 12- Transcrição do RNP no núcleo celular. 13- Tradução do RNAm no reticulo 
endplásmatico rugoso(RER). 14- Maturação no aparelho Golgi. 15- Inserção das proteínas do 
envelope na membrana celular. 16- Brotamento. 
Fonte: Martins (2001) 
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1.12 Variação antigênica 

 

1.12.1 Os tipos “drift” 

 

São variações ocorridas, nas glicoproteínas superficiais (HA e NA) de um 

dado subtipo, na sequência de aminoácidos da cadeia de polipeptídeos dos 

antígenos dos vírus da influenza humana e de outros mamíferos.  Foram relatadas 

cepas aviárias de subtipo H5, H7 que sofreram mutações na região de glicoproteína 

superficial nos níveis de Hemaglutininas e neuraminidase (FOUCHIER et al., 2004) 

As amostras A/Chicken/Netherlands/1/03 (H7N7) e A/Netherlands/3/03 (H7N7) que 

possuem a mesma identidade patogênica apresentaram alteração na região de 

clivagem um composto de protease de base múltiplo de aminoácidos (FOUCHIER et 

al., 2004; KOOPMANS et al., 2004). 

 

1.12.2 Os tipos "shift"  

 

Esta variação resulta de grandes mutações do genoma viral. Estas 

mutações são ocasionadas pela inserção de um dos segmentos do RNA de vírus 

animal no vírus humano ou de espécies diferentes de aves codificando uma nova 

glicoproteína de superfície, genoma híbrido que pode possuir pouca ou nenhuma 

homologia sorológica com a cepa anteriormente predominante (SHARP et al., 1997; 

SHOLTISSEK, 1994). 

Os estudos filogenéticos revelaram evidências de que o vírus aviário, 

responsável pelas infecções humanas e morte na China em 1997 foi originado, de 

recombinações genéticas de vários subtipos influenza aviárias: A/goose/Guanddong/ 

1/96 (H5N1), A/quail/Hong Kong/G1/97 (H9N2) e A/teal/Hong Kong/W312/97 (H6N1) 

desenvolvido em um hospedeiro. O subtipo A/Hong Kong/97 (H5N1) causal possui o 

genoma viral idêntica a do A/quail/Hong Kong/G1/97 (H9N2) e a neuraminidase 

semelhante a do vírus A/teal/Hong Kong/W312/97 (H6N1) (GUAN et al., 1999; 

HOFFMANN et al., 2000). 
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1.13 Patogenicidade 

  

Os vírus de Influenza A que infectam aves domésticas são divididos em dois 

grupos com base na habilidade de causar a doença. O vírus de Influenza que 

apresentam alta patogenicidade (HPAI) e baixa patogenicidade (LPAI) ambas 

apresenta morbidade e mortalidade por doenças respiratórias na população de aves.  

(ALEXANDER, 2000, 2001). 

           Os vírus A/FPV/Dutch/27 (Hav1Neq1), A/turkey/England/63 (H1N3), 

A/chicken/Scotland/59 (H5N1), A/tern/SouthAfrica/61 (H5N3) e A/chicken/Hong 

Kong/258/97 (H5N1), são considerados altamente patogênicos e todos causam 

elevadas taxas de morbidade e mortalidade, em condições naturais (CLASS et al., 

1997). Porém, em estudos posteriores, foi constatado que a patogenicidade pode 

ser variável quanto às espécies. Em inoculação experimental, quando efetuados em 

pombos e galinhas, com as amostras A/chicken/Pensylvania/1370/83 (H5N2) e 

A/chicken/Australia/32972/85 (H7N7) por via óculo-nasal e intravenosa, demonstrou 

alta letalidade em galinhas, com isolamento dos vírus, porém, nada foi constatada 

em relação aos pombos (PANIGRAHY et al., 1996). 

 

1.14 Infecções interespécies 

 

A primeira constatação de infecção interespécie, na natureza, refere-se ao 

vírus Hsw1N1, responsável pela pandemia de 1918 (SMITH et al., 1933), embora 

esta constatação tenha sido feita só por sorologia retrospectiva. 

Os vírus das aves e de humanos que co-infectam porcos, sofrem 

recombinações genéticas e adaptações, com ressurgimento de nova cepa híbrida, 

altamente patogênica, que pode infectar de forma direta, humanos susceptíveis, 

acarretando casos fatais (SHAFER et al., 1993; WEBSTER, 1997). 

Infecções interespécies foram experimentalmente obtidas em laboratório, 

utilizando-se inoculações de vírus de origem aviária em humanos, suínos, macacos, 

cobaias e camundongos (WEBSTER, 1997). Quando, em 1970, isolou-se de suínos 

o vírus A/Hong Kong/68 (H3N2), ficou, mais uma vez, determinada a possibilidade 

de infecções interespécies (KUNDIN, 1970). 

Na Itália, existiam circulando na população de porcos uma cepa que contém seis 

segmentos de vírus de aves e dois segmentos de vírus humanos (SHORTRIDGE, 
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1979; YAMANE et al., 1979; WEBSTER, 1997). Ficou documentado que os perus 

podem ser infectados tanto por subtipos H1N1 como do subtipo H1N2. A análise das 

sequências do RNA viral do subtipo do vírus A/Swine/indiana/9K035/99 (H1N2) 

encontradas na população de suíno em Indiana nos Estados Unidos da América 

(EUA), demonstrou tratar - se de um complexo de recombinação genética, mistura 

de suíno - humano originada do gene aviário. (KANG et al., 2011; SUAREZ; SENNE 

2002).  

           Lee et al. (2010) realizaram um estudo de desafio animal usando galinhas, 

codornas, ratos e cães demonstrando que os subtipos H4 e H6 poderiam replicar em 

ratos e frangos sem preadaptação. Além disso, dois vírus subtipos (H3N2 e H3N8) 

circulantes em patos foram isolados de cães que apresentaram sinais clínicos de 

pneumonia intersticial e soroconversão. Tais dados comprovam a existência de 

evolução contínua e transmissão interespécies  de vírus de influenza nos mercados 

de aves domésticas.  

 

1.15 Transmissão 

 

A possibilidade de transmissão vertical foi levantada devido ao isolamento 

do vírus A/chicken/Pennsylvania/83 (H5N2) da cavidade interna do ovo (albumina, 

gema e câmara de ar), durante a infecção natural de perus na Pensilvânia e Virgínia 

- EUA (CAPPUCCI et al., 1985). 

A transmissão direta já foi observada em galinhas sadias, que 

permaneceram à distância de 3 metros de outras galinhas inoculadas, com 

desenvolvimento da doença e com resposta antigênica (FORMAN; PARSONSON; 

DOUGHTY, 1986). Os vírus da influenza aviária multiplicam-se nas células que 

revestem o trato intestinal, fato constatado pelos isolamentos efetuados de material 

de cloacas (HORIMOTO; KAWAOKA, 2001; SHORTRIDGE, 1979; SINNECKER et 

al., 1983; WEBSTER et al., 1976; YAMANE et al., 1979). São eliminados em grande 

concentração, na água, onde permanecem viáveis por dias, fato confirmado pelo 

isolamento do subtipo H5N1 e H13N2 de águas e de perus e galinhas do mesmo 

local (LAUDERT et al., 1993; TRAMPUZ  et al., 2004). Pássaros domésticos, 

mamíferos e seres humanos podem se contaminar quando em contato, com este 

tipo de água (EASTERDAY; TUMOVÁ, 1978; SHARP et al., 1997; TRAMPUZ et al., 

file:///C:/pubmed
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2004). Em conclusão a transmissão para as aves doméstica pode ocorrer por 

contato e por águas contaminadas pelas fezes de aves silvestres e migratórias 

portadoras de Influenza A (LAI; PHILLIPS, 1999; WEBSTER et al., 1976; WEBSTER 

1997). 

A hipótese de transmissão pelas fezes é fundamentada pela facilidade de 

isolamento do vírus neste material. A transmissão do vírus da influenza entre 

pássaros e mamíferos, inclusive seres humanos, antes consideradas serem 

improvável, sobretudo nas transferências pelas vias respiratórias, devido à 

especificidade de replicação em seus respectivos hospedeiros. Vez, por outra, as 

cepas aviárias, ao serem adaptadas em outras espécies ou mamíferos, podem 

desencadeiam transmissão direta entre espécies, pela via oral (SINNECKER et al., 

1983; WEBSTER, 1997; YAMANE et al., 1979). 

Com os vírus A/chicken/Hong Kong/258/97 (H5N1), A/England/268/96 

(H7N7) e A/Chicken/Hong Kong/G9/97 (H9N2) supõem-se que tenha ocorrido 

transmissão das galinhas infectadas para humanos, sem serem correlacionada com 

o hospedeiro mamífero intermediário (CLAAS et al., 1998; LIN et al., 2000). 

 

1.16 Diagnósticos laboratoriais 

 
De um modo geral, são colhidos "swabs" da traquéia e cloaca das aves que 

são colocados num meio de transporte estéril, contendo glicerol a 25% - 50%, ou em 

um meio de manutenção de cultura de células com antibióticos. Se o material for 

testado até 48 horas após a coleta, pode-se conservar a 4 °C. Caso não seja 

possível neste período de tempo, utiliza-se congelador mecânico a -70 °C, gelo seco 

ou transporte em balão de nitrogênio líquido (EASTERDAY; TUMOVÁ, 1978; 

FATUNMBI et al., 1993).  

Das aves mortas podem ser congeladas amostras de tecidos que quando 

infectados podem ser detectada a presença do vírus da Influenza, utilizando a técnica 

de Imunocitoquímica (INPANBUTR; SLEMONS, 1993). 

 

1.16.1 Sistema de Cultivo Viral 

 
Todos os vírus da Influenza replicam - se em ovos embrionados, inoculados 

por via amniótica ou alantoíca, para tal, utilizam-se embriões com 9 a 11 dias, após a 
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inoculação, são incubados por 48 a 72 horas, a 33 °C. Não deve utilizar embriões de 

mais de 13 dias, produzem protease que é capaz de destruir a hemaglutinina dos 

vírus, favorecendo a replicação dos vírus mutantes, inibindo os vírus patogênicos 

(HORIMOTO; KAWAOKA, 1998). 

As amostras aviárias replicam-se em culturas de células renais de macaco 

(VERO) e de rim de cachorro (MDCK). Foram também, evidenciados feitos 

citopáticos em fibroblastos de embrião de pinto. As células epitelióides, derivadas de 

órgãos completamente formados, possuem maior sensibilidade para os vírus de 

influenza do que as originárias de órgãos em estado embrionário. Embora 

mantenham esta característica em passagens sucessivas, estas células possuem 

maior susceptibilidade ao vírus da Influenza nos cultivos primários (DOWDLE et al., 

1975). 

A célula linhagem contínua de rim de macaco verde (VERO) apresentou 

susceptibilidade semelhante à da célula de linhagem contínua de rim de cachorro 

(MDCK), para isolamento e replicação do vírus do subtipo H3N2 humano 

(GOVOROVA et al., 1995). 

No estudo efetuado, foram relacionadas três linhagens celulares: célula de 

rim de cachorro (MDCK), célula embrionada de pulmão humano (MRC-5) e célula de 

rim de macaco verde (VERO). Destacou-se a célula MDCK, como sendo a mais 

indicada para o isolamento de vírus da Influenza humana (REINA et al., 1997).  

 

1.16.2 Identificação do Vírus 

 

Os líquidos alantóicos que são positivos no teste de Hemaglutinação (HI) e, 

portanto contém vírus, são separados em alíquotas e conservados a -70 °C. Uma 

das frações do líquido alantóico é usada para o teste de HI, com soro anti-Doença 

Newcastle, para determinar que não se trata deste vírus. Caso Inibição de 

Hemaglutinação (HI) com antissoro para Newcastle, seja negativo. Segue-se a 

identificação da Hemaglutinina (HA), utilizando-se anti-soros contra todos os 

subtipos de HA ou aqueles produzidos em animais susceptíveis, como o furão, pela 

da reação de Inibição da Hemaglutinação, Imunofluorescência direta e indireta com 

monoclonal específico (SUBBARAO et al., 1998) e Reação de Imunoenzimatico 

ELISA  por captura de antígeno (DAVISON  et al., 2003),  Transcriptase Reversa – 

PCR / Reação de Imuno ensaio ELISA (MUNCH et al., 2001). RT-PCR para detectar 
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gene específico das Hemaglutininas, Neuraminidase, Proteína M da matrix, NS 

(CHAN  et al., 2002), PB1 (NATH; NAYAK, 1990), PB2 (MUKAIGAWA; NAYAK, 

1991) e NP (NEUMANN; CASTRUCCI; KAWAOKA, 1997; WANG; 

PALESE; O'NEILL, 1997) e RT/PCR MULTIPLEX amplificação de todos segmentos 

(HOFFMANN et al., 2000).  
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6- CONCLUSÃO 

 

- As amostras colhidas das aves residentes e migratórias das estações 

experimentais de campo de Guarulhos, Iguape e Juquitiba, apresentarm uma 

positividade de 18,8%  para o isolamento do vírus da Influenza A subtipo H3N2. 

 

- A detecção do vírus da Influenza A subtipo H3N2 nas espécies de aves 

migratórias Vireo olivaceus e Elaenia mesoleuca levanta a hipótese do carreamento 

do vírus da Influenza A de um hemisferio para outro. O resultado deste estudo 

mostra que nossos pássaros poderiam ser responsáveis pela manutenção e 

disseminação do subtipo do vírus da gripe H3N2 na área estudada. 

 

- A similaridade genética entre nossas amostras quando comparado com as 

amostras obtidas de GeneBank mostrou que nossas amostras são semelhantes as 

cepas Victoria (1990), Siena (1991) e Benjin (1989). 

 

- Pelo sequenciamento dos genes HA e NA quando alinhadas à cepa Siena 

(1991) e comparadas com outras amostras de diferentes continentes, foram 

encontradas 04 mutações na HA e um na NA exclusivas de nossas amostras. 

 

 - Nossas Amostras quando analisadas a proteína NA, não apresentaram 

mutações nos aminoácidos E119V e N274Y que conferem resistência aos inibidores 

da Neuminidase do subtipo N2. 
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