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RESUMO

O virus da dengue (VDEN) € responsdvel pela principal arbovirose da atualidade. As
manifestacdes clinicas da dengue variam amplamente e uma das hipdteses que tentam
explicar a gravidade da doenca se concentra em variacdes genéticas nos virus. Os VDEN sdo
classificados em quatro sorotipos antigenicamente distintos e desde a década de 80 sdo
observadas variacdes dentro dos sorotipos, posteriormente subdivididos em gendtipos. No
Brasil, apenas um genétipo de VDEN-1 circula no pais. Sua introduc¢do no Estado do Cear4,
em 1986, provocou diversas epidemias. Apds um siléncio epidemioldgico, este sorotipo volta
a circular no Estado e, em 2011, é responsdvel por uma das maiores epidemias registradas,
coincidindo com o aumento do nimero de casos graves de dengue e mudancas no padrdo
epidemiolégico da doenga. E neste cendrio que realizamos a caracterizacio molecular de
isolados de VDEN-1 no Estado do Ceard no ano de 2011. Foi extraido o RNA do virus de
trinta e trés (33) amostras de soro de pacientes sabidamente positivos para dengue,
confirmados por isolamento viral seguido por imunofluorescéncia. Primers delimitando a
regido de jungdo E/NS1 foram utilizados para amplificacdo por RT-PCR em tnica etapa. O
sequenciamento foi realizado no ABI Prism 3130 (Biosystems). As sequéncias geradas foram
analisadas e editadas nos programas Gap4, Trev e MEGA v.5. Para o alinhamento multiplo
que incluia outras sequéncias de VDEN-1 isolados no Brasil e no mundo foi usado o
programa Muscle. Na andlise filogenética utilizamos os métodos de Neighbor-Joining (NJ),
Miéxima Verossimilhanca (MV), Maxima Parsimonia (MP) e Inferéncia Bayesiana, apos
definicdo do modelo evolutivo utilizando o programa JModeltest. O resultado da analise da
regido de jungdo E/NS1 de 17 sequéncias de VDEN-1 isolados em 2011 mostrou diversas
mutagdes no terceiro cédon, com 3 substituicdes sindnimas e uma nao-sindonima (The:Ala).A

arvore gerada pelo método Bayesiano mostrou trés linhagens distintas de VDEN-1 no Cear4.

Palavras-chave: Virus da Dengue-1, E/NS1, Caracterizagao Molecular.



ABSTRACT

Dengue virus (DENV) is responsible for leading arboviral today. The clinical features of
dengue fever vary widely and one of the hypotheses that attempt to explain the severity of the
disease focuses on genetic variation in viruses. The DENV are classified into four
antigenically distinct serotypes and since the 80’s is observed variation within serotypes,
further subdivided into genotypes. In Brazil, only one genotype DENV-1 circulating in the
country. Its introduction in the state of Ceara, in 1986, caused several epidemics. After an
epidemiological silence, this serotype return at state and, in 2011, is responsible for one of the
biggest epidemics recorded, coinciding with the increase in the number of severe cases of
dengue and changes in the epidemiological pattern of the disease. It is in this scenario that we
perform molecular characterization of isolates of DENV-1 in the state of Ceara in 2011. RNA
was extracted from virus of thirty-three (33) serum samples from patients known to be
positive for dengue, confirmed by virus isolation followed by immunofluorescence. Primers
delimiting the E/NSI1 junction region were used for amplification by RT-PCR in a single step.
Sequencing was performed on the ABI Prism 3130 (Biosystems). The sequences generated
were analyzed and edited in programs Gap4, Trev and MEGA v.5. For the multiple alignment
that included other sequences DENV-1 isolates in Brazil and the world was using the program
Muscle. In phylogenetic analysis methods used Neighbor-Joining (NJ), Maximum Likelihood
(ML), Maximum Parsimony (MP) and Bayesian Inference, after defining the evolutionary
model using the program JModeltest. The result of the analysis of E/NS1 junction region of
17 DENV-1 sequences isolated in 2011 showed several mutations in the third codon with
three synonymous and one non-synonymous (The:Ala) replacements. The tree generated by

the Bayesian method showed three distinct lineages of DENV-1 in Ceara.

Keywords: Dengue Virus-1, E/NS1, Molecular Characterization.
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1. INTRODUCAO

1.1. Historico

Os primeiros relatos de dengue datam de 265-420 D.C. em enciclopédia chinesa
publicada durante a dinastia Chin. Nas Antilhas Francesas, em 1635, e no Panamd, em 1699,
foram relatados surtos de uma doenca compativel com dengue, contudo, ndo hd consenso
quanto ao agente etioldgico que provocou a doenga, sendo as ocorréncias da Filadélfia, em
1778, e da ilha de Java, em 1779, consideradas as mais bem documentadas antes do
1solamento viral. Somente no final do século XVIII foram descritas as primeiras epidemias de
dengue, ocorrendo quase simultaneamente em paises da Asia, Africa e América do Norte. No
século seguinte, ainda eram comuns relatos de epidemias de dengue na América, Caribe,
Asia, Australia e Pacifico (NOBUCHI, 1979; GUBLER, 1997; BARRETO; TEIXEIRA,
2008).

O termo dengue originou-se do suali ‘Ki denga pepo’ que significa ‘cdibram
subita causada por mau espirito’ e foi incorporado a literatura médica em 1869 baseado na
epidemia ocorrida entre 1827-1828 no Caribe, cuja manifestacdo clinica envolvia exantema
associado a artralgia (HALSTEAD, 1980).

A transmissdo da dengue foi inicialmente observada pelos chineses que
associaram vetores artropodes que utilizam dgua em algum momento do seu desenvolvimento
bioldgico com a doenca (GUBLER, 1998). Todavia, a demonstracdo cientifica deu-se pela
primeira vez por Grahan, em 1902, sendo suportado posteriormente por estudos de Ashburn e
Craig, em 1907. A identificacdo do mosquito Aedes aegypti, Lineu, 1762, como o principal
vetor da doenca ocorreu em 1906 por Brancroft sendo confirmado por Cleland e
colaboradores em 1918. Estudos posteriores identificaram outros mosquitos do subgénero
Stegomyia, como Aedes albopictus, Skuse, 1894, Aedes scutellaris, Walker, 1859 e Aedes
polynesiensis, Marks, 1952, como possiveis vetores na transmissao da doenca (ROSEN et al,
1954; MARTINS et al, 2006; MARTINS et al, 2010; MARTINS V.E.P. et al, 2012).

Ashburn e Craig ainda identificaram o agente etiolégico da dengue como um
organismo infeccioso filtrdvel encontrado no sangue de voluntdrios. Posteriormente, os
pesquisadores Siler e Simmons determinaram o periodo de incubagdo do virus em mosquitos

(LINDENBACH; THIEL; RICE, 2007).
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Durante a segunda guerra mundial pesquisadores americanos, japoneses €
australianos iniciaram pesquisa basica para melhor compreensdo da dengue. Assim, em 1943
Kimura e Hotta isolaram pela primeira vez o virus causador da doenca (BARRETO;
TEIXEIRA, 2008). Em 1952, Sabin detectou dois sorotipos diferentes do virus da dengue
(VDEN) por teste de inibicdo da hemaglutinagdo. A cepa protétipo para VDEN-1 foi isolada
no Havai e apresentava semelhanca antigénica com os virus isolados em Calcutd e Nova
Guiné. Outros virus isolados em Nova Guiné, que nao pertenciam ao mesmo grupo antigénico
daqueles isolados anteriormente, foram classificados como VDEN-2, cujo protétipo € a cepa
nova Guiné C (GUBLER, 1997). Durante a epidemia nas Filipinas, registrando os primeiros
casos de febre hemorrdgica da dengue (FHD), uma forma grave de dengue, outros dois
sorotipos foram identificados e classificados como VDEN-3 e VDEN-4, tendo como protétipo
as cepas H87 e H241, respectivamente (GUBLER, 1998).

As perturbacdes ecoldgicas trazidas com a segunda guerra mundial criaram um
ambiente propicio para a transmissdo de arboviroses e outras doengas transmitidas por
artrépodes, desta forma, houve aumento da transmissio da doenga. A co-circulacdo de
diferentes sorotipos virais culminou na emergéncia de epidemias de FHD nas décadas de 50 e
60 no sudeste da Asia (GUBLER, 1997, GUBLER 1998).

A pandemia de dengue foi iniciada no sudeste asidtico e intensificou-se nos
ultimos anos envolvendo areas tropicais da Asia, Oceania, Africa e Américas. Desde 1980 a
dengue tem emergido como a mais importante arbovirose que acomete humanos, e com a
crescente expansdo do vetor e dos diferentes sorotipos virais aumentando o nimero de casos
de FHD em muitos outros paises, a doenca é considerada um importante problema de saude

publica global (GUBLER, 1995; GUBLER 1998).

1.2. Epidemiologia

A dengue é uma doenca muito antiga que tem sido relatada historicamente de
forma epidémica. A partir de 1980 um aumento dramdtico de epidemias de dengue ¢é
registrado em dreas tropicais e subtropicais seguindo a expansao do vetor, do virus, 0 aumento
da densidade populacional e o desenvolvimento de dreas hiperendémicas, onde co-circulam os
quatro sorotipos virais. Nestas dreas ha um aumento no numero de casos de FHD (GUBLER,

1997; GUBLER, 1998) (figura 1).
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No inicio do século XXI a dengue estd entre as mais importantes doencas
emergentes em paises em desenvolvimento nos tropicos (GUBLER, 2002). Atualmente, cerca
de metade da popula¢do mundial estd em risco de contrair a doenga e cerca de 50-100 milhdes

de pessoas sao infectadas por ano (WHO, 2012).

Figura 1. Areas de risco para transmissio da dengue (em azul). Em vermelho, relato de casos importados de
dengue em 2012. Fonte: Center of Disease Control.

Formas graves de dengue foram relatadas pela primeira vez no sudeste da Asia no
final da II Guerra Mundial, em Manila, nas Filipinas. Na década de 70 a doenca tinha se
espalhado pelo sudeste da Asia afetando o Pacifico e se tornou a principal causa de
hospitaliza¢ao e morte de criancas na regido (GUBLER, 1998; 2002).

A introdugio de novos sorotipos virais seguem-se grandes epidemias com altas
taxas de incidéncia e numerosos casos registrados. Epidemias explosivas de dengue
ocorreram com a entrada de novos sorotipos entre os anos de 1980-1990 na Asia e Américas.
Hoje a doenca é endémica em mais de 124 paises da Africa, Américas, Mediterrineo oriental,
sudeste da Asia e Pacifico ocidental (BARRETO; TEIXEIRA, 2008; WHO, 2012; DOS
SANTOS et al, 2011).

1.2.1. Dengue nas Américas

Com a interrupcdo do programa de erradicacdo da febre amarela nas Américas na
década de 70, houve a reintrodu¢do do vetor re-infestando os paises em que tinha sido
erradicado. A expansdo do mosquito foi acompanhada pela dispersao de VDEN (GUBLER,
1998) (figura 2).
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1930's

Figura 2. Distribuicdo do mosquito A. aegypti nas Américas antes do programa de controle de vetores (A),

durante (B) e ap6s seu desmanche (C). Fonte: Modificado a partir de Gubler, 1998.

Entre 1977 e 1978 epidemias causadas pelo VDEN-1 ocorreram na Jamaica,
Cuba, Porto Rico e Venezuela. E provével que este sorotipo tenha circulado nas Américas na
década de 40 e sua re-introducdo, em 1977, foi acompanhada de ampla dispersdo deste
sorotipo em ilhas do Caribe e nas Américas Central e do Sul. No leste do Caribe, em 1981, o
VDEN-4 foi responsdvel por epidemias naquela regido e sua dispersdao foi semelhante ao
VDEN-1 (Gubler, 1997). Deste entido, novas variantes de VDEN foram introduzidas nas
Américas. No mesmo ano, a primeira epidemia de FHD nas Américas, ocorrida em Cuba, foi
registrada ap6s a introducio de VDEN-2 proveniente do sudeste da Asia (GUBLER, 1997;
GOMEZ-DANTES, WILLOQUET, 2009).

A segunda maior epidemia de FHD nas Américas ocorreu entre 1989-1990 na
Venezuela. Foram isolados VDEN-1, VDEN-2 e VDEN-4 dos pacientes. O mesmo genotipo
(asiatico) de VDEN-2 isolado em Cuba em 1981 foi identificado na Venezuela (GUBLER,
1997; GUZMAN, KOURI, GONZALEZ, 1999).

Em Nicardgua e no Panamé cepas de VDEN-3 causaram grandes epidemias no
ano de 1994. Estes isolados apresentavam semelhancas genéticas com cepas isoladas de
pacientes com FHD no Sri Lanka e na fndia, evidenciando a dindmica da transmissao da
dengue (GUBLER, 1997).

Em 2010 foram registrados mais de 1,6 milhdes de casos de dengue nas Américas,

destes, 49.000 sao de casos graves (WHO, 2012).
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1.2.2. Dengue no Brasil

No Brasil hd referéncia de dengue desde 1846, mas os primeiros relatos
cientificos datam de 1916 em Sao Paulo e posteriormente em 1923 no Rio de Janeiro sem,
contudo, haver confirmacao laboratorial (BRASIL, 2005; BARRETO, TEIXEIRA, 2008).

A primeira confirmacdo de epidemia de dengue no Brasil se deu em 1981 na
cidade de Boa Vista-RO com o isolamento de VDEN-1 e VDEN-4, porém, apenas em 1986
com a entrada do VDEN-1 no estado do Rio de Janeiro a doenga tornou-se um importante
problema de saide publica, disseminando-se para outros estados da Federacdo (BRASIL,
2005; CAMARA et al, 2007; TEIXEIRA et al, 2009).

Em 1990, também pelo Rio de Janeiro, o VDEN-2 foi introduzido no pais e os
primeiros casos de FHD foram descritos (TEIXEIRA et al, 2009). Os grandes centros urbanos
do sudeste e nordeste registraram vdrias epidemias entre os anos de 1990 e 2000 (BRASIL,
2005).

O VDENS-3 foi inicialmente isolado no estado do Rio de Janeiro em 2000 e sua
ampla e rdpida dispersdo ocorreu em 2002. A co-circulagdo de mais de um sorotipo em uma
dada regido, de acordo com a hipdtese da infeccao sequencial de Halstead (1980), representa
um fator de risco importante para a ocorréncia de FHD através do fendmeno de
imunoamplificacdo, que serd posteriormente abordada. De fato, a dispersio do VDEN-3
naquele ano foi acompanhada de um aumento dramético no numero de casos de DC (dengue
classica) e FHD e o niimero de ébitos por dengue supera o nimero de 6bitos por maldria no
Brasil desde entdo (FIGUEIREDO et al, 2008; TEIXEIRA et al, 2009, BRASIL, 2010).

Em 2004, co-circulavam os sorotipos VDEN-1, VDEN-2 e VDEN-3 em 23 dos 27
estados da federagdo. E, em 2008, o VDEN-4 foi re-introduzido no pais pelo estado do
Amazonas, sendo registrado em seguida pelos estados do Pard, Piaui, Ceard, Bahia, Rio de
Janeiro e Sao Paulo até o primeiro semestre de 2011 (BRASIL, 2005; BRASIL, 2010).

No Brasil, epidemias de DC e FHD sao bem caracterizadas por apresentar maior
incidéncia na populacdo adulta (SIQUEIRA et al, 2005; TEIXEIRA et al, 2009), no entanto, a
partir de 2008 a epidemiologia da dengue no Brasil sofreu modificacdes que se tornaram mais
evidentes com a epidemia explosiva no Rio de Janeiro que ocorreu naquele mesmo ano,
apresentando maior incidéncia em criancas menores de 15 anos. Apesar da pouca visibilidade,
essa mudanca na faixa etdria tem sido registrada desde 2007 em pacientes hospitalizados com

FHD em todo o pais (TEIXEIRA et al, 2009).
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Com desmanche do programa de controle de vetores em 1970, o intenso processo
de ocupacdo urbana e fluxo de viagens internacionais, além do clima tropical do Brasil que
favorece a proliferacdo de A. aegypti, a doenga expandiu-se no pais. No inicio do século XXI,
o Brasil ocupa a primeira posi¢@o no ranking internacional de notifica¢des de casos de dengue
com mais de 3 milhdes de notificacdes entre 2000-2005 representando, sozinho, 61% de todos
os casos contabilizados pela WHO (TEIXEIRA et al, 2009).

Dados do Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdes (SINAN), entre
2011 e janeiro-abril de 2012, apontam maior concentracio de casos notificados de dengue nos

estados do Rio de Janeiro e Cear4, respectivamente (BRASIL, 2012).

1.2.3. Dengue no Ceard

A regiao nordeste € assolada por epidemias de dengue desde a introdu¢do do virus no
pais. De acordo com a literatura, o Ceard € o segundo estado a apresentar os maiores indices
de casos de dengue registrados no Brasil (CUNHA et al., 1998; CAVALCANTI et al., 2010).

Foram identificados seis picos epidémicos nos anos de 1987, 1994, 2001, 2008, 2011 e
2012 (VASCONCELOS et al, 1998; CEARA, 2013). Em 1986, o VDEN-1 foi introduzido no
Estado e até 1993 foram registrados 53.593 casos de DC, apesar das autoridades de saude do
Estado estimarem cerca de 1 milhdo de individuos afetados pela virose (VASCONCELOS et
al.,  1998). A introducdo do VDEN-2 em 1994 foi responsdvel por uma das maiores
epidemias de dengue no Estado com 47.889 casos notificados e 14 mortes. Até 2001, co-
circularam VDEN-1 e VDEN-2, ano em que se registrou nova epidemia com predominancia
de VDEN-2 no primeiro semestre ¢ VDEN-1 no segundo semestre (ARAUJO ez al, 1996;
SOUZA et al., 1995; ARAUJO, 2006b).
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Figura 3. Incidéncia dos casos confirmados de dengue no Ceard, por faixa etaria, 2010 a 2013*
Fonte: CEARA, 2013. *Dados de 2013 sujeitos a revisdo.
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Em marco de 2002 o Laboratério Central de Satde Publica do Ceara-LACEN/CE
isolou o VDEN-3, caracterizando o Estado do Ceard como regido de alta endemicidade. No
ano seguinte, um estudo clinico e epidemioldgico de casos de FHD no Ceard destacou a
diminui¢do da faixa etdria de pacientes com dengue (CAVALCANTI et al, 2010) sendo
posteriormente corroborado com os estudos de Cavalcanti et al (2011) e Pires-Neto et al
(aguardando publicacdo [2013])". Este quadro se mantém no Estado do Ceard como mostra a
figura 3, embora a situagdo no pais evidencie nova mudanca de faixa etdria, com mediana de
42 anos (BRASIL, 2010; CEARA, 2013).

O VDEN-3 predominou até o ano de 2006, quando em 2007 o VDEN-2 voltou a
circular no Estado com alta taxa de isolamento até 2009. No ano seguinte, foi registrada a
maior epidemia de FHD e dengue com complicagdo (DCC) e, em andlise filogenética de
1solados de VDEN-2 no ano de 2008, foram identificadas linhagens diferentes do genétipo
circulante (ARAUJO, 2011; CAVALCANTI et al, 2011; CEARA, 2013).

Com a circulacdo dos trés sorotipos € o aumento de municipios infestados por A.
aegypti desde 2001, aumentou o risco de casos graves no Ceard sendo notificado no ano de
2008 quatrocentos € quarenta e oito (448) casos de FHD, o maior numero de casos graves
registrado no Estado (VASCONCELOS et al., 1998; ARAUJO et al., 2006; CEARA, 2013).

E comum a circulagio de mais de um sorotipo de VDEN em érea endémicas
(ACOSTA et al, 2006), embora oscilacdes na prevaléncia de cada sorotipo sejam observadas.
Normalmente um sorotipo predomina por um periodo de 2-4 anos, quando declina e emerge
sorotipo diferente para substitui-lo (WHITEHORN, SIMMONS, 2011). Esse padrao tem sido
observado no Ceard, embora a circulagdo simultanea de mais de um sorotipo também ocorra,
como indica a figura 4.

Em 2010, o VDEN 1, cuja entrada no Ceard se deu em 1986, ap6s um siléncio
epidemioldgico re-circula no Estado com taxa de isolamento de mais de 98%, registrando 63
casos de FHD com letalidade de 11,1% (CEARA, 2013).

Este sorotipo manteve-se predominante também durante o ano de 2011 com os
maiores registros de DC (56.174) na histéria epidemioldgica da dengue no Ceard. Foram
confirmados 174 casos de FHD e 457 casos de DCC, com letalidade de 7,5 e 10,7,

respectivamente, representando um importante aumento no nuimero de casos graves de

PIRES-NETO, R. I. P.; S.L. B. SA; PINHO, S.C.; PUCCI, F.H.; TEOFILO, C.R.; EVANGELISTA, P.D.; THE, C.S.; BEZERRA,
D.E.G.; LIMA, J.C.S.; PONTES, H.J.; DAHER, E.F. COELHO, 1.C.B. Dengue infection in children and adolescents: Clinical profile in a
reference hospital in Northeast Brazil. Estudo aprovado, aguardando publicago.
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dengue. Oitenta e nove (89) casos de DC para cada caso de FHD foram registrados naquele

ano, onde também se registra 0 maior numero de 6bitos por DCC (figura 5) (CEARA, 2013).
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Figura 4. Percentual de isolamento de VDEN por sorotipo no Ceard de 2001 a 2012.
Fonte: CEARA, 2013.

Nos ultimos dez anos sdo registrados casos de dengue todos os meses no estado do
Ceara. O perfil de sorotipos circulantes tem variado consideravelmente e nos anos de 2010 e
2011, com predominancia do VDEN-1. A re-circulacio de VDEN-1 e a entrada de VDEN-4

representam um aumento do risco de aparecimento de casos de FHD e DCC em nosso meio

(CEARA, 2013).
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Figura 5. Casos confirmados de DCC no Ceard, 2001-2013* Fonte: CEARA, 2013. *Dados de 2013 sujeitos a
alteracdes.
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1.3. Doenca

A dengue é uma doencga febril aguda causada por quaisquer dos quatros sorotipos
do VDEN. A infecc@o pode produzir um amplo espectro de apresentagdes clinicas variando
desde infec¢Oes inaparentes até DC e febre hemorragica da dengue/sindrome do choque da
dengue (FHD/SCD) (GUBLER, 1998; ROSS, 2010; WRIGHT, PRITT, 2012).

Os quatro sorotipos podem causar apresentacdo clinica similar, mais ou menos
graves, dependendo de fatores relacionados ao virus, estado imunoldgico, idade e componente
genético do hospedeiro (GUBLER, 1998; TASSANEETRITHEP et al, 2003; MARTINS S.T.
et al, 2012).

A infec¢do por um sorotipo confere protecdo imunoldgica prolongada contra o
sorotipo infectante e prote¢do parcial e tempordria (3-6 meses) contra os demais sorotipos
(MURREL, WU, BUTHER, 2011).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) a dengue sintomatica é
classificada em febre indiferenciada, DC e FHD.

A DC ¢ caracterizada por febre alta de inicio abrupto, comumente acompanhada
de cefal€ia, dor retro-orbital, artralgia, mialgia, ndusea, vomito, linfadenopatia e/ou exantema
maculopapular que podem durar de 2-7 dias. E comum a prostracio prolongada. Também
podem estar presentes manifestacoes hemorrdgicas como petéquias e purpuras, além de
sangramentos nas gengivas, epistaxe e sangramentos gastrointestinais (GULBER, 1998;
ROSS, 2010; WHITEHORN, SIMMONS, 2001; MARTINS S.T. et al, 2012).

Na FHD, os sintomas iniciais sdo similares aqueles apresentados na DC, no
entanto, por volta do 3-7 dia do inicio dos sintomas, coincidindo com a defervescéncia, ha
maior propensdo para extravasamento vascular e hemorragias (WHITEHORN, SIMMONS,
2011) que associados a febre e trombocitopenia (<100.000mm’) caracterizam a FHD. O
extravasamento do plasma é o maior achado na FHD. Estudos indicam que o desconforto
abdominal, um importante sinal de alerta para dengue grave, estd relacionado a derrames
cavitdrios (VPP 90%) (WHO, 1997; GUBLER, 1998; ROSS, 2010; WHITETHORN,
SIMMONS, 2011; BRASIL, 2011; MARTINS S.T. et al, 2012). As criancas sdo mais
acometidas com a FHD, indicando a fragilidade capilar e a baixa reserva compensatoria neste
grupo etdrio, onde a dor abdominal € um achado comum (WHITEHORNS, SIMMONS, 2011;
PIRES-NETO e al, 2013"). A perda critica de plasma em pacientes com FHD caracteriza a
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sindrome do choque da dengue (SCD) quando entdo aparecem sinais de insuficiéncia
circulatdria, pele fria, congestionada e pulso rapido e fraco (WHO, 1997; 2009).

A FHD ¢€ classificada em quatro grupos de acordo com a severidade da doenca.
Somando-se as manifestagdes descritas para DC e considerando os eventos em cadeia, o Grau
I € caracterizado por hemorragia induzida (prova do laco); Grau II: hemorragias espontaneas
leves; Grau III: colapso circulatério; Grau IV: choque profundo com auséncia de pressdao
arterial (WHO, 1997; 2009).

Formas graves de dengue nao consideradas na classificagdo da OMS de 1997 t€ém
levado ao questionamento da definicdo de caso de DC e FHD/SCD. Assim, um estudo
multicéntrico foi conduzido com a finalidade de propor nova classificacdo para a dengue
(SRIKIATKHACHORN et al, 2011). Em 2009, a OMS considerou pertinente as propostas da
nova classificagdo para dengue sem, contudo, abandonar a antiga classificacao (WHO, 2009)
(figura 6).

No Brasil, baseando-se na epidemiologia local e nos resultados de pesquisa sentinela
realizada a pedido do Ministério da Saude, todo caso de dengue grave que ndo se enquadra
nos critérios da OMS de 1997 de FHD e cuja classificagdo como DC € insatisfatéria é
classificada por DCC (BRASIL, 2011). Os sinais indicativos de DCC sdo alteracdes no
sistema nervoso central, insuficiéncia hepdtica, disfunc¢do cardiorrespiratoria, derrames
cavitarios, hemorragias digestivas, leucopenia, plaquetopenia e evolugdes para 6bito em casos

suspeitos de dengue que nao encerram os critérios de classificacdo de FHD (BRASIL, 2011).
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Figura 6. Proposta para a classificacdo de casos de dengue. Fonte: Modificado a partir de WHO, 2009.
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1.4. Patogénese

A dengue € uma doen¢a imunomediada em que a resposta do hospedeiro pode
agravar a infeccdo e ainda causar danos ao hospedeiro. Formas mais graves de dengue sdo
observadas durante o clearance viral (MURRELL; WU; BUTHER, 2011; WHITEHORM,
SIMMONS, 2011).

Estudos de coorte realizados na Asia e América Latina encontraram um maior
percentual de FHD em infec¢des sequenciais (WHITEHORN, SIMMONS, 2011). A
explicacdo para este fendmeno seria a presenga de anticorpos nao neutralizantes produzidos
durante a infec¢do primdria que amplificariam a replicacdo viral pela adi¢dao do receptor Fc
(FcR) no processo de adsor¢do. Esta hipdtese ficou conhecida por imunoamplificacdo
dependente de anticorpo, do inglés antibody-dependent enhancement (ADE), que também
estd relacionada ao risco que criangas menores que 1 ano de idade tém em desenvolver FHD
pela aquisicdo de imunoglobulinas G (IgG) pela via transplacentdria (HALSTEAD, 1970;
1977; LEI et al, 2001).

Ao longo dos anos, foi adicionada a hipétese de Halstead (1970) outros aspectos
da resposta imunoldgica que estariam contribuindo com a gravidade da doenca. As interacoes
entre as células apresentadoras de antigeno (célula dendritica, macréfago) e linfécitos T
desencadeando a resposta adaptativa e a consequente permanéncia de células T de memorias
que reconhecem epitopos conservados e ndo conservados estariam envolvidas no
extravasamento do plasma caracteristico da FHD. A teoria do Pecado Antigénico Original, do
inglés Original Antigenic Sin, foil observada na Tailandia, mostrando que em infecgdes graves
de dengue as células T possuem baixa afinidade para o sorotipo infectante e alta afinidade
para o sorotipo de infeccdoes passadas (MCBRID, BIELFELDT-OHMANN, 2000;
MONGKOLSAPAYA et al, 2003; MARTINS S.T. et al, 2012).

A consequéncia da ativacdo de células T € a cascata de citocinas, especialmente
citocinas pro-inflamatorias (MCBRIDE, BIELEFELDT-OHMANN, 2000). O efeito sinérgico
de citocinas no endotélio contribui para o desenvolvimento do extravasamento do plasma
(WHITEHORN, SIMMONS, 2011).

Outros fatores como a ativacdo do sistema complemento (SC) e mimetismo
molecular também sdo sugeridos para a patogénese da dengue. A reducdo dos niveis dos

componentes do SC é descrito para pacientes com formas graves de dengue. A proteina NS1



27

secretada da célula infectada pode ativar o SC e aumentar a infeccdo. Pesquisadores tém
sugerido que a ativacdo do SC na superficie do endotélio contribui para o extravasamento
vascular (AVIRUTNAN et al, 2006; 2010).

Com o desenvolvimento de auto-anticorpos na dengue foi proposto a teoria do
mimetismo molecular, sendo sustentada pela similaridade entre uma sequéncia de 20
aminodcidos da proteina E com o plasminogénio humano (MARKOFF et al, 1991). Reacgdes
cruzadas entre fatores de coagulacdo e integrinas com a proteina NS1 também foram
encontradas (FALCONAR, 1997). Em Belém-PA, 40% dos pacientes com dengue tinham
anticorpos anti-nucleares (BICHARA, 2009). Manifestagdes auto-imunes relacionados a
infec¢do por VDEN sugerem um papel desencadeador de auto-imunidade ao virus (JARDIM
etal,2012).

A FHD também € encontrada em pacientes com infeccdes primérias por dengue.
Assim, novas hipéteses foram apresentadas a fim de explicar a patogénese da FHD. Rosen
(1977) explica que a evolugdo genética dos virus dentro de cada um dos sorotipos, resultante
de passagens sucessivas em hospedeiros humanos e em mosquitos, culmina no aparecimento
de cepas mais virulentas, que infectam um nimero maior de células gerando mais virions e
causando mais inflamacdo, além de evadir o sistema imunoldgico.

Diante de tantas varidveis, a hip6tese de Kouri (1987) relaciona caracteristicas do
hospedeiro e do virus associados a epidemiologia que levariam ao aparecimento de formas
graves de dengue.

A auséncia de um bom modelo animal que reproduza a doenga tem sido obstaculo
para a compreensdo clara da patogénese da dengue (WHITEHORN, SIMMONS, 2011)
embora camundongos BALB/c tenham sido recentemente indicados para o estudo
experimental de DC e FHD (BARRETO-VIEIRA et al, 2012)

O grande ndmero de publicacdes sobre as varidveis que estariam envolvidas na
patogénese da dengue tem levado a contestagdo das atuais hipéteses propostas para a FHD

(HALSTEAD, 2012).

1.5. Transmissao da dengue

O VDEN ¢€ o segundo maior patégeno que causa doenga transmita por artrépodes
aos homens e a dengue € a principal arbovirose da atualidade. O virus € mantido na natureza

em um ciclo de transmiss@o homem-mosquito-homem (GUBLER, 1998, ROSS, 2010).
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O homem ¢ infectado pela picada de fémeas de mosquitos do gé€nero Aedes
durante o repasto sanguineo. Representantes deste género estdo amplamente distribuidos em
areas tropicais e subtropicais do mundo, sendo a espécie A. aegypti o vetor mais competente
na transmissao da dengue uma vez que a espécie € antropofilica, possui habitos urbanos e
utiliza preferencialmente reservatorios artificiais de dgua para a postura de seus ovos. As
fémeas de A. aegypti ainda apresentam um comportamento agitado e descontinuo durante a
alimentacdo contribuindo para ampliar o risco de transmissao da doenca num curto espago de
tempo (GUBLER, 1997; GUBLER, 1998; BARRETO; TEIXEIRA, 2008; WHO, 2009).

Apods a picada no homem, o virus passa por um periodo de incubacdo intrinseca
que dura cerca de 4-10 dias quando entdo pode surgir febre e sintomas inespecificos. Durante
o periodo virémico o virus circula no sangue periférico. Nesta fase, o virus pode ser
transmitido a outro A. aegypti (GUBLER, 1998, WHO, 2009). No interior do mosquito, os
virus se replicam no intestino e posteriormente sdo liberados na hemocele alcancando outros
tecidos. Apds multiplicagdo nas glandulas salivares o virus pode ser transmitido a0 homem
durante novo repasto sanguineo. A transmissdo transovariana da dengue tem sido
demonstrada, mas sua participagdo na manuten¢do da doenca ndo estd esclarecida, porém
pode indicar um possivel mecanismo de manutencdo do VDEN na natureza durantes os
periodos interepidémicos. O periodo de incubagdo extrinseca no mosquito dura de 8-12 dias.
A infeccdo € do tipo persistente e produtiva e perdura por toda a vida, cerca de 3 meses
(GUBLER, 1998; HALSTEAD, 2008; WHO, 2009; MARTINS, V.E.P. et al, 2012) (figura
7).

A manutengdo do ciclo de transmissdo do VDEN depende do desenvolvimento de
altos titulos virais no hospedeiro vertebrado assegurando sua transmiss@o ao mosquito. Essa
relac@o virus/vetor € um fator importante para a selecdo e propagacao de cepas urbanas mais

patogénicas (MCBRIDE, BIELEFELDT-OHMANN, 2000).
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Figura 7. Representacdo esquematica do ciclo de transmissao da dengue.
Fonte: Modificado a partir de Center of Disease Control.

1.2. Agente etioldgico

1.2.1. Classificagdo

Sao reconhecidos quatro sorotipos antigenicamente distintos de virus da dengue
(VDEN-1, VDEN-2, VDEN-3 e VDEN-4) baseados em teste de neutralizacdo por reducdo em
placa e testes de reacdo cruzada (RUSSELL, NISALAK, 1967; CALISHER, 1989).

Os VDEN pertencem ao género Flavivirus da familia Flaviviridae que inclue,
além deste, os géneros Pestivirus e Hepacivirus além de dois grupos que aguardam
classificacdo formal dentro da familia (GUBLER, 1998; TOMLISON et al, 2009).

O género Flavivirus agrupa mais de 70 virus, muitos dos quais sdo transmitidos

por artropodes, assim como ocorre com a dengue (LINDENBACH, THIEL, RICE, 2007).

1.2.2. Morfologia

Os VDEN sado particulas esféricas com cerca de 40 nm de didmetro. O
nucleocapsideo de simetria icosaédrica, de aproximadamente 30 nm, é constituido de 240
monomeros da proteina estrutural C (C) e RNA genomico. Este nucleocapsideo eletrodenso é
envolto por envelope lipidico derivado do hospedeiro contendo duas proteinas estruturais
ancoradas, proteina do envelope (E) e proteina da membrana (M), sendo a glicoproteina E o
principal determinante antigénico do virus (GUBLER, 1998; TOMLINSON et al, 2009;
ROSS, 2010) (figura 8).
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A.Virus da dengue imaturo B. Virus da dengue maduro

E (=50-kDa)

prid (~18-kDa) E M («8-kDa)

i Genoma
Nucleocapsideo

Figura 8. Estrutura do virus da dengue nas formas imatura (A) e madura (B).
Fonte: Modificado de Lindenbach; Thiel; Rice, 2007.

1.3. Genoma

O VDEN possui um genoma infeccioso, constituido de dcido ribonucléico (RNA)
de fita simples (ssRNA) e polaridade positiva de aproximadamente 11 Kilobases (Kb). Uma
Unica matriz de leitura, do inglés open reading frame (ORF), codifica a poliproteina viral que
posteriormente € clivada em proteinas estruturais e nao estruturais. A ORF € flanqueada por
regides nao codificantes (RNC) nas extremidades 5°, com aproximadamente 100 nucleotideos
(nt), que apresenta um cap tipo I (m’GpppAmpN,) e 3°, com cerca de 400 a 500 nt e cauda
poli adenilada ausente (WENGLER, WENGLER, GROSS, 1978; GUZMAN, KOURI, 2004;
LINDENBACH; THIEL; RICE, 2007; TOMLINSON et al, 2009; ROSS, 2010).

A RNC 5’ estd envolvida na tradug@o do genoma e possui um papel importante na
replicacdo devido a uma regido de complementaridade com a fita de RNA de sentido negativo
servindo como um sitio de inicia¢do para sintese da fita de RNA positiva (LINDENBACH;
THIEL; RICE, 2007).

A RNC 3’ aumenta a eficiéncia nos processos de traducdo e replicagdo viral. Os
primeiros 50-400 nt dessa regido exibem baixa taxa de conservagdo sendo chamada de regido
varidvel e sdo dispensaveis para os eventos de replicagcdo de VDEN-1, enquanto uma estrutura
em haste, do inglés stem-loop, e sequéncias terminais de cicliza¢do conservadas sdo criticas
para a traducdo e replicacdo viral de VDEN-2. A RNC 3’ interage com as proteinas NS3 e
NS5 que possuem grande relevancia funcional (TAJIMA et al, 2006; LINDENBACH;
THIEL; RICE, 2007).

Os genes que codificam para as proteinas estruturais C, prM e E estdo localizados

no extremo 5’ do genoma ocupando um terco da ORF e os genes que codificam as proteinas
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ndo estruturais NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5 se localizam préximo ao

extremo 3’ (figura 9).

5'CAP (1) 3

TrnGpppAm

RCS2 Cs2 Cs1

envelope

Figura 9. Representagdo esquematica do genoma do virus da dengue.
Fonte: Modificado a partir de TOMLINSON et al, 2009.

1.3.1. Proteinas Estruturais

As proteinas estruturais do virus da dengue sdo responsaveis pela formacdo do
capsideo (C) e montagem da particula viral (prM/M e E) (ROSS, 2010).

A protefna C possui peso molecular de aproximadamente 13 kilodaltons (kDa). E
a primeira a ser traduzida e quando associada ao RNA viral, formam o nucleocapsideo. Sua
composi¢do bdsica parece neutralizar a carga negativa do RNA gendmico ao qual estd
associado (CHANG, 1997).

A proteina M € caracteristica de virus maduros, sendo formada a partir da
clivagem da proteina prM com cerca de 18-19kDa. Sua principal funcdo € evitar que a
proteina E se funda com as membranas internas antes da liberagcdo do virus na célula
hospedeira. A maturacdo do virus € um evento terminal que ocorre durante a passagem pela
via secretdria da célula eucaridtica, reorganizando a superficie da particula viral e expondo o
dominio de ligacdo da proteina E aumentando sua infectividade (HENCHAL E PUTNAK,
1990; GUIRAKHOO, BOLIN, ROEHRIG, 1992).

A proteina E possui peso molecular aproximado de 53 kDa. E o principal
determinante antigénico do virus da dengue e a principal proteina de superficie. Possui trés
dominios distintos: I- constitui a regido central N-terminal, II- regido de dimerizagdo e
peptideo de fusdo e III- regidao do receptor de ligacdo a célula hospedeira, além da regido de

haste e ancora que se insere na membrana do reticulo endoplasmético (RE) e ancora a
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proteina E até enpacotamento viral. Participa de importantes eventos no ciclo biolégico do
virus, mediando interacdes com receptores especificos precedendo a fusdo, além de ser o

maior alvo para a neutralizacio por anticorpos (GUZMAN; KOURI, 2004).

1.3.2. Proteinas Nao-Estruturais

As proteinas ndo-estruturais (NS) estdo envolvidas no processo de replicacdo e
regulacdo da transcri¢do do genoma viral (ROSS, 2010).

O gene que codifica a proteina NS1 estd localizado no sitio replicativo do virus,
sugerindo sua participag¢do na replicacdo viral. A proteina NS1 possui cerca de 46 kDa e €
amplamente encontrada no interior e na superficie da célula hospedeira, provocando forte
resposta humoral contra as células infectadas através da lise mediada pelo sistema
complemento (MACKENZIE, JONE, YOUNG, 1996; LINDENBACH, RICE, 2003). Formas
soluveis da proteina NS1 também sdo encontradas, com picos durante a fase aguda da doenca,
sendo importante para o diagndstico rdpido de dengue (MACDONALD er al, 2005).
Mutagdes em um motivo peptidico na regido N-terminal da proteina NS1 estdo relacionadas a
liberacdo desta proteina a membrana do RE (YOUN et al, 2010).

As proteinas NS3 (69 kDa) e NS5 (103 kDa) participam no processamento da
poliproteina e replicacdo viral, respectivamente. A primeira tem funcao de helicase e protease
que utiliza como co-fator a proteina NS2B (14 kDa). A proteina NS5 codifica uma
metiltransferase e tem funcdo de RNA polimerase RNA dependente, além de estar envolvida
na transcricio e secrecdo de IL-8 (FALGOUT et al, 1991; MEDIN, FITZGERALD,
ROTHMAN, 2005; ROSS, 2010).

As proteinas NS2A (22 kDa), NS4A (16 kDa) e NS4B (27 kDa) além de
participar da replicagdo, sustentado pela proximidade ao sitio replicativo, tém fungdo
antagonista ao interferon (IFN) (MACKENZIE et al, 1998; MUNOZ-JORDAN et al, 2003;
ROSS, 2010).

1.4. Replicacao

A replicacdo do virus da dengue tem inicio com a adsor¢do do virus na membrana
plasmidtica de células permissivas através da ligacdo da proteina E com receptores presentes

na superficie da célula hospedeira. H4 ampla variedade de receptores descritos para o virus da
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dengue e outros Flavivirus. Dentre estes, célula dendriticas (DC) que expressam lectinas do
tipo C (DC-specific intracellular adhesion molecule (1ICAM) 3—grabbing nonintegrin: DC-
SIGN), glicosaminoglicanos sulfatados, integrinas, CD14, GRP78, lamininas e receptores Fc
quando os virus estdo opsonizados (TASSANEETRITHEP et al, 2003; MUNOZ-JORDAN et
al, 2003; THEPPARIT, SMITH, 2004)

A internalizacdo do virus por vesiculas endossomicas dcidas promove
modificacdes irreversiveis na proteina E desenvelopando a particula viral e liberando o
nucleocapsideo no citoplasma que em seguida € desencapsidado liberando o genoma viral. A
tradu¢do das proteinas virais ocorre no reticulo endoplasmético (RE) e a replicacdo do
genoma na regido perinuclear (TOMLINSON et al, 2009; ROSS, 2010).

O complexo replicativo composto por proteinas NS se liga a RNC 3’ do genoma
viral e iniciam a sintese de uma fita de RNA de sentido negativo formando um RNA duplex.
A partir do ssSRNA de sentido negativo sdo sintetizadas fitas de sSRNA positivas. Nos estidgios
iniciais da infeccdo, as taxas de sintese de fitas positivas e negativas sdo similares, mas esta
relacdo torna-se assimétrica favorecendo a sintese de ssRNA de senso positivo (MCBRID,

BIELFELDT-OHMANN, 2000) (figura 10).

Figura 10. Representacio esquemadtica da
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Em anélise ultra-estrutural de células infectadas pelo VDEN, € observado grande
nimero de particulas virais e nucleocapsideo no RE e formagdo de vesiculas resultantes da
montagem da particula viral (figura 11). Os efeitos citopaticos s@o influenciados pelo sorotipo

infectante (DA SILVA et al, 2012).

Figura 11. Efeito citopatico de VDEN em células C6/36 iniciado nos dias 4-5 de infeccdo. A: Vesiculas
contendo particulas virais. B: Virions e nucleocapsideo no RE. Fonte: SILVA et al, 2012.

1.5. Variacao Genomica dos VDEN

Desde a década de 60 € observado variacdo intratipica nos VDEN (MCCOULD et
al 1971). Virus com genoma constituido de RNA s3o mais propensos a mutagdes como
resultado da falta de correcdo da polimerase e, portanto, exibem maior diversidade genética
refletindo a capacidade adapativa destes virus as alteracdes ambientais (ELENA; SANJUAN,
2005). Nos VDEN, a divisdao em quatro tipos sorologicamente distintos ilustra a diversidade
genética deste grupo, embora as taxas de substituicdo destes sejam menores dentre os
Flavivirus (ZANOTTO et al, 1996; ISHAL et al, 2001).

E estimada uma taxa mutacional média por sitio e por ano de 4,55x10" para
VDEN-1. As taxas evolutivas nos quatros sorotipos dos VDEN sido relativamente menores
que aquelas apresentadas por outros virus de RNA transmitidos por outros meios, o que pode
representar uma restricdo imposta pela replicacio em hospedeiros tdo distintos (TWIDDY;
HOLMES; RAMBAUT, 2003)

Com o avanco da biologia molecular, foram identificados variantes genéticas
dentro dos quatros sorotipos dos VDEN que, teoricamente, podem causar formas clinicas
mais graves da doenca uma vez que o acimulo de mutagdes pode alterar fungdes bioldgicas

nos virus (RICO-HESSE, 1990; LANCIOTTI et al, 1994; 1997; HOLMES, BRUNCH, 2000).
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Na década de 80, cinco gendtipos de VDEN-2 foram identificados utilizando a
técnica de fingerprint. Posteriormente, o sequenciamento parcial da regido de juncdo dos
genes E/NS1 determinou cinco gendtipos tanto para VDEN-1 (Tabela 1) quanto para VDEN-
2 (Rico-Hesse, 1990), sendo corroborado por Gongalvez et al (2002) em anédlise da sequéncia
completa do gene E. Rico-Hesse (1990) conceituou genétipo como um grupo de VDEN que
tenham ndo mais que 6% de divergéncia nucleotidica dentro da regido escolhida, e a regido de
juncdo E/NS1 mostrou ser a mais adequada para andlises filogenéticas por apresentar taxa de
mutacdo aleatéria uniforme e substitui¢des nucleotidicas no terceiro cddon ocasionando

principalmente mutacdes silenciosas.

Tabela 1. Descrigdo dos genétipos de VDEN-1 de acordo com andlise da regido de jungdo E/NSI.

Genétipo Distribuicio Geogréfica
| América, Africa, Sudeste da Asia
I Sri Lanka
I Japdo
v Sudeste da Asia, Sul do Pacifico, Austrilia e México
v Taiwan e Tailandia

A partir de Rico-Hesse, 1990.

A ampla distribui¢do do genétipo I de VDEN-1 sugere que em passado recente
um progenitor foi disseminado e estabelecido em inimeros nichos, provavelmente no inicio
dos anos 60 com o advento de viagens aéreas. Apds este evento inicial, multiplas linhagens do
gendtipo I foram formadas por divergéncia evolutiva como revelado pela diferenca de
aminodcidos entre esses isolados (RICO-HESSE, 1990).

Eventos de recombinacdo no gene codificador da proteina E em VDEN-1 foram
descritos em 1999 e 2001, sugerindo um hot spot para este gene. Esta caracteristica ja tinha
sido observada por Rico-Hesse, em 1990, quando descreveu variagdes ndo uniformes na
sequéncia completa do gene E e hot spots que parecem ocorrer em dreas que codificam
epitopos para o VDEN (RICO-HESSE, 1990; HOLMES et al, 1999; TOLOU et al, 2001).

Em 1994 e 1997, Lanciotti et al (1994; 1997) descreveram quatro genétipos para
VDEN-3 e dois para VDEN-4, respectivamente. Em 2008, foi descrito novo gendtipo para
dengue-3 (KING et al, 2008).

O sequenciamento parcial do genoma permite identificar relacdes epidemioldgicas
e evolutivas nos VDEN e passou a ser amplamente utilizado em estudos de epidemiologia

molecular. As vantagens em utilizar o sequenciamento em vez da técnica de fingerprint é a
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identificacdo pontual das diferencas genOmicas, além de identificar mutagdes silenciosas
(RICO-HESSE, 1990; DUBEL et al, 1993; GUZMAN et al, 1995; CHUNGUE e al, 1995;
MIAGOSTOVICH et al, 2003; PIRES-NETO et al, 2005).

A medida que os métodos de sequenciamento e andlises evolutivas se tornam mais
robustos e com a expansdo dos bancos de dados, a classificagcdo de genétipos dentro dos
sorotipos € reorganizada (RICO-HESSE, 2003). Atualmente, novos gendtipos sdo propostos
para VDEN-3 e VDEN-4, enquanto VDEN-2 tem reducao de cinco para quatro genotipos
(WANG et al, 2000; RICO-HESSE, 2003; KING et al, 2008; ARAUJO et al, 2009).

A probabilidade de mutagdes intra-sorotipos aumenta com a intensa replicacao
viral durante epidemias de dengue em regides de alta densidade vetorial (WEAVER;
VASILAKIS, 1009). A elevada divergéncia genética que vem sendo observada dentro dos
sorotipos € acompanhada de viruléncia diferencial das cepas, o que pode indicar que no futuro
podemos estar expostos a virus com maiores propriedades patogénicas (HOLMES; BURCH,
2000). A andlise genética de VDEN prové monitoracdo da transmissdo da doenga, identifica
areas de maior diversidade viral e fluxo génico podendo associd-los a padrdes clinicos
(FOSTER et al, 2003).

O principal mecanismo para a divergéncia encontrada em VDEN sdo as mutacoes
pontuais e selecdao de grupos (clados/linhagens) (COLOGNA et al, 2005). Diversas mutagdes
silenciosas e substituicdes conservativas sdo comumente encontradas em analise genética de
VDEN, enquanto substitui¢des ndo-sindnimas normalmente estdo envolvidas em eventos de
substituicdo de clados (ZHANG et al, 2005). Populacoes de VDEN sdo altamente
diversificadas e existem poucas evidéncias de evolucdo adaptativa (Bennet et al, 2006). A
selecdo positiva das caracteristicas parece ser um evento relativamente raro que ocorre dentro
dos sorotipos de VDEN e a pressdao de selecio dominante que atua sobre estes virus é a

selecdo negativa ou purificadora (ANEZ, 2007).
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2. IMPORTANCIA DO ESTUDO

O Ceara € reconhecido como o segundo estado mais atingido por epidemias de
dengue desde a introducdo do virus no pais, apresentando vérios picos epidémicos ao longo
dos anos bem como o aumento da incidéncia de casos graves. O perfil epidemiolégico
também vem sofrendo mudancas, com acometimento crescente de criancas € adolescentes. Os
motivos para esta mudanga de padrao epidemioldgico da dengue no Ceard nido sd@o bem
compreendidos e ndo se limitam apenas a circulacio de mais de um sorotipo. Em 2010 foi
notificada a recirculagdo de VDEN-1, registrando uma epidemia importante no ano de 2011.
E possivel que mudancas evolutivas no genoma dos virus circulantes possam estar associadas
a estas mudancgas epidemioldgicas. Assim, faz-se necessdrio um estudo especifico das
caracteristicas genéticas dos virus dengue-1 isolados no Ceard durante a epidemia de 2011,
para uma melhor compreensao quanto a viruléncia da cepa e a possivel origem evolutiva, que

possam colaborar com a tomada de decisdo por parte dos 6rgdaos competentes.
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3. OBJETIVO GERAL

Caracterizar em nivel molecular VDEN-1 isolados no Ceard durante a epidemia

de 2011.

3.1. Objetivos Especificos

1) Avaliar a variabilidade genética na regiao de juncdo E/NS1 de VDEN-1 através da técnica

de sequenciamento.

2) Comparar as sequéncias nucleotidicas obtidas entre si, com protétipos existentes no Brasil

e no mundo e com outras obtidas a partir de virus isolados em epidemias prévias.

3) Realizar analise filogenética de cepas de VDEN-1 isoladas no Ceard em 2011 com cepas

envolvidas em outras epidemias no Estado, no Brasil e no Mundo.

4) Verificar se ha relacdo entre a mudanca de padrido epidemioldgico da dengue no Ceara e as

cepas de VDEN-1 isoladas em 2011.
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4. METODOLOGIA

4.1. Tipo de Estudo
Este estudo € do tipo transversal, investigativo descritivo, desenvolvido com

amostras obtidas por um periodo de 12 meses, de janeiro a dezembro de 2011.

4.2. Populacido e Local do Estudo

Este trabalho utilizou dados secunddrios de pacientes com suspeita de dengue
atendidos em diferentes hospitais no Estado do Ceard, obtidos a partir de material
previamente coletado para fins diagnostico pelo Laboratério Central de Saude Publica do

Ceard (LACEN-CE), sendo desenvolvido no Setor de Virologia do LACEN-CE.

4.3. Aspectos Eticos

Este estudo recebeu parecer favorivel do Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal do Ceara (COMEPE-UFC) em 07 de novembro de 2011 através do
Oficio n° 357/11 (Anexo A).

4.4. Selecao das Amostras

Foram selecionadas, por conveniéncia, amostras de soro coletadas durante a
epidemia de dengue de 2011 no Ceard. Um total de trinta e trés (33) amostras de pacientes
positivos para dengue, demonstrado por isolamento viral seguido da identificaciao do virus por
ensaio de imunofluorescéncia indireta (IFI) utilizando anticorpos monoclonais direcionados
aos quatro sorotipos do virus da dengue, foram selecionados para o estudo.

As amostras foram caracterizadas quanto ao género, idade e municipio de origem

do paciente conforme dados apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Caracteristicas das Amostras.

Niimero da Codigo da Sexo Idade Procedéncia
Amostra Amostra
D01 MARI/CE/BR_2011  Masculino 31 Maracanau
D02 MAR2/CE/BR_2011 Feminino 35 Maracanau
D03 FOR1/CE/BR_2011 Masculino 23 Fortaleza
D04 LIM1/CE/BR_2011 Feminino 30 Limoeiro do Norte
D05 FOR2/CE/BR_2011 Feminino 42 Fortaleza
D06 CAN1/CE/BR_2011 Feminino 12 Canindé

D07 MAR3/CE/BR_2011 Feminino 23 Maracanau
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D08 MAR4/CE/BR_2011 Feminino 24 Maracanau
D09 BARI1/CE/BR_2011 Masculino 54 Barreira
D10 BAR2/CE/BR_2011 Masculino 13 Barreira
D11 BAR3/CE/BR_2011 Feminino 10 Barreira
D12 ITA1/CE/BR_2011 Masculino 25 Itapipoca
D13 PAJ1/CE/BR_2011 Feminino - Pacajus
D14 ITA2/CE/BR_2011 Feminino 09 Itapipoca
D15 ITA3/CE/BR_2011 Feminino 25 Itapipoca
D16 ITA4/CE/BR_2011 Feminino 18 Itapipoca
D17 FOR3/CE/BR_2011 Masculino * Fortaleza
D18 ITAS/CE/BR_2011 Feminino 08 Itapipoca
D19 BAR4/CE/BR_2011 Feminino 31 Barreira
D20 MARS/CE/BR_2011 Masculino 25 Maracanau
D21 ICO1/CE/BR_2011 Masculino 66 Icé

D22 BARS/CE/BR_2011 Masculino 19 Barreira
D23 FOR4/CE/BR_2011 Feminino * Fortaleza
D24 FORS5/CE/BR_2011 Feminino * Fortaleza
D25 FORG6/CE/BR_2011 Masculino - Fortaleza
D26 FOR7/CE/BR_2011 Feminino 28 Fortaleza
D27 MARG6/CE/BR_2011 Feminino 49 Maracanau
D28 MAR7/CE/BR_2011 Masculino 09 Maracanau
D29 FORS&/CE/BR_2011 Feminino 11 Fortaleza
D30 FORY/CE/BR_2011 Masculino 30 Fortaleza
D31 MARS/CE/BR_2011 Feminino 35 Maracanai
D32 MARY/CE/BR_2011 Masculino 29 Maracanau
D33 MARI10/CE/BR_2011 Masculino 48 Maracanau

*Crianca de idade desconhecida.
-Paciente de idade desconhecida

4.5. Extracdo do RNA viral

Foi realizada extracdo magnética do RNA viral a partir de amostras de soro
positivas para dengue estocadas a -80°C, utilizando o Kit NucliSense® miniMAG®
(BioMérieux, Durham, NC), seguindo as recomendag¢des do fabricante.

De acordo com a técnica, 300 pul de soro foram adicionados a tubos contendo
tampao de lise, exceto para as amostras D15 (250 ul), D17 (100 ul), D22 (240 pul), D25 (240
ul) e D30 (180 pl) cujo volume disponivel era limitado. Em seguida, os tubos foram agitados
em vortex e incubados por 10 minutos em temperatura ambiente (TA). Foi adicionado a
amostra lisada 50 ul da suspensao de silica seguida de breve agitacdo em vortex logo apos sua
adicao, posteriormente, os tubos foram incubados por 10 minutos em TA. Apds o periodo de
incubacdo, os tubos contendo as amostras foram centrifugados a 1.500 g por 2 minutos e o
sobrenadante foi desprezado por aspiragao.

As etapas de lavagem foram realizadas com o auxilio da plataforma magnética
miniIMAG® (figura 12). Ao sedimento de silica foram adicionados 400 pl do tampao de
lavagem 1 e transferidos para tubos com capacidade para 1,5 ml préprios para uso na

plataforma magnética, realizando movimentos de rotacdao por 30 segundos no modo STEP 1.
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O sobrenadante foi removido por aspiracdo. No total, foram realizadas cinco lavagens,
utilizando os tampdes de lavagem 1 e 2 (500 pl) por duas vezes e o tampao de lavagem 3 (500
ul) apenas uma vez com rotagdo de 15 segundos. Ao final desta etapa, apds aspiracdo do
sobrenadante, foi adicionado 50 pl do tampao de elui¢do. Em seguida, os micro-tubos foram
agitados por 5 minutos a 60°C/1.400 RPM em agitador térmico compacto da Eppendorf para
eluir o RNA da silica. Posteriormente, com a utilizacdo de plataforma magnética, foram
transferidos 50 pl do sobrenadante para eppendorfs com capacidade para 1 ml. O RNA

extraido foi armazenado em freezer a -80°C até sua utilizacao.

Figura 12. A e B: Plataforma magnética MiniMAG®; C: Agitador térmico compacto (BioMérieux, Durham,
NC). Extraido de http://www.biomerieux-usa.com.

4.6. Transcricao Reversa e Amplificacdo do cDNA

A transcricdo do RNA viral em ¢cDNA e a amplificacdo da regido de interesse
(E/NS1) foram realizadas em unica etapa com a utilizacdo do kit One Step RT-PCR
(QIAGEN®). Os primers utilizados estdo discriminados na tabela 3.

O preparo do mix foi realizado de acordo com as recomendacgdes do fabricante.
Resumidamente, foram misturados em eppendorf livre de RNase e DNase com capacidade
para 2 ml, 10 pl de tampao 1 X (Tris-Cl 20 Mm, KCl 100 Mm, (NH4),SO,, MgCl, 2.5 mM e
DTT, pH 8.7); 2 ul de dNTP (400 um cada); 1.5 ul de cada primer (10 um); 0.4 ul de
inibidor de RNase; 2 ul do mix de enzimas contendo as transcriptases reversas Omniscript®,
Sensiscript®, a DNA polimerase HotStarTaq, além de detergentes (Nonidet® P-40 e Tween®
20) e desnaturantes (DTT 1 mM); 5 ul de RNA viral e 27.6 ul de dgua livre de RNase. A
reacdo final teve volume de 50 ul (figura 13A).

Com o uso do termociclador PT-100™ (MJ Research, Inc) (figura 13B) a
transcricdo reversa foi realizada a 50°C/30 min. A inativacdo das enzimas de transcri¢do
reversa e ativacdo da DNA polimerase foram dadas a 95°C/15 min, desnaturando a molécula

de cDNA recém-formada. Foram estabelecidos 35 ciclos para desnaturacdo (94°C),
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anelamento dos primers (55°C) e extensdao do cDNA (72°). A extensao final se deu a 72°C/10
min (PIRES-NETO, 2001).

Tabela 3. Descricdo dos primers utilizados neste estudo.

Primers Sequéncia Regido Referéncia
fD1 5’-ATGGCCATCCTGGGAGACACTGCATGGGA-3* E/NSI Rico-Hesse, 1990
rD1 5’-TGGCTGATCGAATTCCACACACACC-3’ E/NS1 Rico-Hesse, 1990

Ap6s a amplificacdo foram gerados fragmentos de 408 nt correspondentes a
regido de juncdo E/NS1. Os amplicons gerados na reagdo de RT-PCR foram homogeneizados
com 2 ul de azul de bromofenol e separados em gel de agarose a 2% em tampao T.B.E. 1x
corado com 5 pl de brometo de editio a uma voltagem de 103 por 1 hora. As bandas foram

visualizadas sob luz ultra-violeta em transluminador.
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Figura 13. A: Preparo do mix para RT-PCR. Extraido de Qiagen One-Step hand Book. B: Termociclador
utilizado para a reagdo de RT-PCR e sequenciamento.

4.7. Sequenciamento

Para o sequenciamento foi utilizado o kit de sequenciamento BidDye®
Terminator v3.1 (Applied Biosystems) que segue o principio do método de Sanger et al
(1977) com interrup¢do da polimerizagdo da fita de DNA pela adi¢do de didesoxinucleotideo
(ddNTP).

Seguindo o protocolo estabelecido pelo fabricante, foram utilizados 2 pl do
tampao de sequenciamento; 2 ul de BigBye® Ready Reaction Mix contendo a polimerase,
dNTP e dANTP; 4 ul de primer (5 uM); 1 ul de dgua ultra pura e 1 pul do produto da reagcdo de
RT-PCR (amostra), totalizando 10 ul. A reacdo de sequenciamento foi inicializada a 96°C/1

min (desnaturacdo) seguida de 35 ciclos de desnaturacio (96°C/15 seg), anelamento do primer
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(50°C/15 seg) e extensdo (60°C/4 min). Para cada amostra foram sequenciadas as fitas foward

€ reverse.

4.8. Purificacao

Apds a reacdo de sequenciamento, as amostras foram purificadas com o kit
BigDye® XTerminator™ Purification Kit (Applied Biosystems) de acordo com as
recomendacdes do fabricante.

Resumidamente, foram adicionados as amostras 45 pul de SAM™ solution,
estabilizante da amostra, € 10 pl de BigDye® XTerminator™ solution, responsavel pela
captura de nucleotideos ndo incorporados e sais livres na reagdo. A mistura foi agitada por 30
min para a captura e imobilizacio de substincias ndo incorporadas a fita de DNA e
posteriormente centrifugada a 2.500g/2 min para precipitacdo da fracdo insoldvel ligada ao
XTerminator™ no fundo do eppendorf. Em seguida, foram retirados 20 ul do sobrenadante
contendo a sequéncia de DNA purificada e transferidos para placa de 96 pocos que, apos
vedacdo, foi inserida no sequenciador automatico ABI PRIMS 3130 (Applied Biosystems)

para processamento.

4.9. Andlise das Sequéncias

Para a visualizagdo, andlise e edicdo das sequéncias nucleotidicas foram utilizados
os programas disponiveis no pacote de softwares STADEN 1.6 (PreGap4, Trev e Gap4) e o
programa MEGA v.5.

As sequéncias obtidas foram comparadas com sequéncias depositadas no banco de
dados publico GenBank (www.ncbi.com) utilizando o programa BLAST para verificar se os
primers utilizados corresponderam as regides de interesse.

Apo6s verificar a autenticidade das regides pesquisadas, as sequéncias foram
alinhadas e editadas através dos programas Muscle (Edgar, 2004) e Clustal W (Thompson et
al, 2004) incorporados no programa MEGA v.5.

Sequéncias de VDEN-1 do Brasil e do mundo foram selecionadas e utilizadas

para a andlise filogenética (Tabela 4).
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Tabela 4. Sequéncias depositadas no GenBank utilizadas para analise filogenética.

Origem Ano Isolamento Nimero de Acesso
Nauru 1974 M32904
Manila 1974 M32919
Burma 1976 M32920
Nigéria 1968 M32927
Jamaica 1977 M32921
Angola 1988 M32912
Tailandia 1986 JN638336
Tailandia 2001 FJ687433
México 1980 M32897
Colombia 1985 M32910
Colombia 2007 GQ868569
Venezuela 2006 HQ332181
Venezuela 2007 HQ332183
Venezuela 2007 (2) HQ332179
Nicaragua 2009 JF937644
El Salvador 1993 IN819417
Ceara 1986 M32923
Nordeste do Brasil 2000 FJ850071
Nordeste do Brasil 2000 (2) FJ850070
Nordeste do Brasil 2002 FJ850075
Nordeste do Brasil 2003 FJ850077
Nordeste do Brasil 2006 FJ850087
Pernambuco/BR 1997 AY 159567
Bahia/BR 1997 AY 159259
Para/BR 1998 AY 159265
Mato Grosso/BR 1996 AY159262
Rio de Janeiro/BR 1988 M32908
Rio de Janeiro/BR 1996 AY159270
Rio de Janeiro/BR 1999 AY159271
Rio de Janeiro/BR 2001 AY738795
Sao Paulo/BR 2001 AY306091
Sao Paulo/BR 2003 AF520798
SaoPaulo/BR 2008 GU131863
Minas Gerais/BR 1999 AY 159260
Parand/BR 1995 AY 159268
Cuba (Dengue 2) 1981 AJ012546

4.10. Escolha do Modelo Evolutivo e Analise Filogenética

Para definir o modelo de substitui¢do nucleotidica a ser utilizado na reconstrucao
da arvore filogenética utilizamos o Critério de Akaike (AIC) disponivel no programa
JModelTest (POSADE; CRANDALL, 1998). Para a constru¢do da drvore filogenética foram
utilizados os métodos de Neighbor-Joining [NJ] (SAITOU; NEI, 1987) e Mdxima Parsimonia
[MP] (Henning, 1966) disponiveis no programa MEGA v.5., método de Madaxima
Verossimilhanga [MV] (FELSENSTEIN, 1981) disponivel no programa PhyML v.3
(GUINDON; GASCUEL, 2003), e Inferéncia Bayesiana no programa MRBAYES v3.1.
(RONQUIST; HUELSENBECK, 2009).
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O modelo evolutivo foi selecionado pelo programa JModelTest e utilizado no
método de MV e Inferéncia Bayesiana e para o método de MP utilizamos o parametro de
busca heurisitico Close-Neighbor-Interchange.

O enraizamento da arvore foi realizado com a adi¢do de uma cepa de VDEN-2
isolada durante a epidemia de 1981 em Cuba, exceto para a andlise Bayesiana. As drvores
resultantes da andlise de NJ, MP e MV foram calculadas 1000 vezes (bootstrap) e para a
Inferéncia Bayesiana usamos 5.000.000 geracdes na Cadeia de Markov de Monte Carlo e
burnin de 1.250.000. A arvore gerada pelo método Bayesiano foi visualizada com o programa

FigTree v1.4.



46

S. RESULTADOS

De trinta e trés amostras de soro positivas para VDEN-1 no isolamento viral,
dezenove foram positivas na RT-PCR e dezessete foram negativas (figura 14).

Duas amostras, D17 (FOR3/CE/BR_2011) e D30 (FORY9/CE/BR_2011),
possuiam volumes disponiveis inferiores aquele recomendado pelo fabricante do kit de

extracao (200 ul), que se mostrou eficiente mesmo com volumes abaixo do limiar proposto.

A B

PM C+ C+ C- DO5 D06 D07 D08 D09 D10 D11 D12 D13 D14 PM D26 D27 D31 D32 C+ C-

400pb —» - -

Figura 14. Eletroforese: resultados da amplificacdo de 408 nt correspondentes a regido E/NS1 (amostras
escolhidas aleatoriamente). A: amostras D05-D14. B: amostras D26-D32.
PM: Peso molecular de 100Kb.

Foram satisfatoriamente sequenciadas 10/19 amostras positivas na RT-PCR e 7/17
amostras negativas pelo mesmo método (figura 15). As amostras DO1 (MAR1/CE/BR_2011),
D04 (LIM1/CE/BR_2011), D12 (ITA1/CE/BR_2011), D13 (PAJ1/CE/BR_2011), D16
(ITA4/CE/BR_2011), D20 (MARS/CE/BR_2011) e D30 (FORY/CE/BR_2011) -cuja
amplificacio na RT-PCR ndo foi observada na eletroforese foram satisfatoriamente
sequenciadas. Enquanto em nove amostras positivas na RT-PCR nao foi possivel identificar a

sequéncia nucleotidica.
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Figura 15. Visualizacdo da sequéncia D28 E/NS1 foward no programa TREV 1.9
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Foram obtidas dezessete (17) sequéncias com comprimento de 240 nt
correspondentes a 111 nt 3° E e 129 nt 5° NS1 (regido de juncdo E/NS1) com posi¢do no
genoma do nucleotideo 2423 a 2549 da cepa de referéncia (VDEN-1 Nauru de 1974).

As sequéncias geradas foram depositadas no GenBank e podem ser localizadas a

partir dos nimeros de acesso indicados na Tabela 5.

Tabela 5. Numero de acesso no GenBanK das sequéncias geradas neste estudo.

Nuamero da Amostra Cédigo da Amostra Nuamero de Acesso
(GenBank)
DO1 MARICEARABR_2011 KC733831
D04 LIM1ICEARABR_2011 KC733832
D06 CANICEARABR_2011 KC733833
D12 ITAICEARABR_2011 KC733834
D13 PAJICEARABR_2011 KC733835
D15 ITA3CEARABR_2011 KC733836
D16 ITA4CEARABR_2011 KC733837
D20 MARSCEARABR_2011 KC733838
D21 ICO1ICEARABR_2011 KC733839
D26 FOR7CEARABR_2011 KC733840
D27 MAR6CEARABR_2011 KC733841
D28 MAR7CEARABR_2011 KC733842
D29 FORSCEARABR_2011 KC733843
D30 FOR9CEARABR_2011 KC733844
D31 MARSCEARABR_2011 KC733845
D32 MAR9CEARABR_2011 KC733846
D33 MARI10CEARABR_2011 KC733847

5.1. Caracteristicas Nucleotidica e Aminoacidica da regido E/NS1 de VDEN-1

O sequenciamento de 240 nt da regido de juncdo E/NS1 corresponde a 80
aminodcidos codificados entre a regido C-terminal do gene E e N-terminal do gene NSI.
Apds a edicdo e montagem das sequéncias de VDEN-1 deste estudo, foi realizado o
alinhamento multiplo com dezenove cepas isoladas no Brasil para verificar a divergéncia e
identidade genética de VDEN-1 do Ceara.

A identidade de isolados de VDEN-1 deste estudo quando comparadas entre si e
com outras cepas do Brasil (Tabela 4) varia de 96,3% a 100%, com divergéncia nucleotidica
de até 3,7%. As cepas LIMI/CE/BR_2011 (97,%), CANI1/CE/BR_2011 (98,7%) e
ITA4/CE//BR_2001 (98,7%) sdao as mais distantes da cepa isolada no Ceard em 1986 e
apresentam menor identidade entre si (3,7%) quando comparadas a outras cepas do Brasil.

De 240 nucleotideos analisados, 213 sitios foram conservados, 13 sitios
apresentavam substituicdes parcimOnia informativas e 27 sitios mostravam substitui¢oes

pontuais. Motivos de TGTGTA/G foram observados na posi¢do 121 (figura 16). A transi¢ao
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do nucleotideo A-G na posicdo 162 estd presente em todas as cepas de VDEN-1 deste estudo,

VDEN-1 isolados no nordeste do Brasil desde 2000 e de Sao Paulo desde 2003.
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Figura 16. Identificacdo de motivos TGTGTA/G em isolados recentes de VDEN-1 utilizando o programa
MEGA v5.0.

As substituigdes nucleotidicas foram mais frequentes no terceiro cdédon do
conjunto de dados, resultando em numerosas mutacdes silenciosas. Destacamos a substitui¢do
A-G na posicio 84 presente nas cepas CANI/CE/BR_2011, ITA3/CE/BR_2011,
ICO1/CE/BR_2011, FOR7/CE/BR_2011, MAR6/CE/BR_2011, MAR7/CE/BR_2011,
FORY9/CE/BR_2011, MARS/CE/BR_2011, MARY9/CE/BR_2011 ¢ MARIO/CE/BR_2011
deste estudo. Sequéncias com substitui¢des na segunda posi¢ao do cddon sofreram mudancgas
de aminodcidos, sem, contudo, alterar o cardter bioquimico. A cepa ITA4/CE/BR_2011
apresentou mutacdo no primeiro cédon, na posi¢do 43 da regido sequenciada, com alteracdo
do caréter bioquimico do 15° aminodcido correspondente a regido C-terminal da proteina E
(The:Ala). A tabela 6 reune todas as substitui¢Oes sindnimas e nao sindnimas encontradas nas
cepas deste estudo.

A divergéncia de aminodcidos encontrada no conjunto de dados foi igual aquela

apresentada para a divergéncia nucleotidica (0 a 3,7%).
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Tabela 6. Substitui¢des Sindnimas e Ndo Sindnimas de Aminodacidos das Cepas de VDEN-1 isoladas no Ceard
em 2011.

Cepa Codon Substituicao Sindnima Substituicao Nao-
Sinénima
LIM1/CE//BR_2011 2° Ser:Asn
CAN1/CE/BR_2011 2° Val:Ala
LIM1/CE/BR_2011 1°/3° Ser:The
ITA4/CE/BR_2011 1° The:Ala

5.2. Analise Filogenética

Para a analise filogenética, utilizamos 35 sequéncias de VDEN-1 disponiveis no
GenBank representantes de paises das Américas, Africa e Asia cujos genétipos ja foram
identificados; E para o grupo externo, foi utilizado uma cepa de VDEN-2 isolada em Cuba em
1981.

As arvores filogenéticas foram construidas pelos métodos de NJ, MP, MV e
Inferéncia Bayesiana. De acordo com o programa JModeltest v.3.0, o modelo de substituicao
que melhor representa o conjunto de dados € o modelo evolutivo de Transicdo com duas
substituicdes de igual frequéncia considerando os sitios invaridveis e a distribuicdo da
variacdo dentro do conjunto de dados (TIM 2 EF + I + G). Esse modelo assume que a
frequéncia nucleotidica das sequéncias analisadas € igual, com taxas de transicdo varidveis e
duas taxas de transversdo (POSADA, 2008). Para a Inferéncia Bayesiana, o modelo de
substitui¢do escolhido foi TIM 2 EF + G.

A 4arvore gerada pelo método de MP e MV exibiram topologias similares a arvore
gerada método Bayesiano, porém com fraco suporte das relagdes entre as amostras analisadas.
Desta forma, a drvore gerada pelo método de Inferéncia Bayesiana foi escolhida por
apresentar maior confiabilidade (figura 17).

Os VDEN-1 isolados no Ceard em 2011 pertencem ao gendtipo I, segundo a
classificacdo proposta por Rico-Hesse (1990), e estdo organizados em trés clados distintos,
representados pelas letras A, B e C, indicando a circulacdo de trés linhagens diferentes

durante a epidemia de 2011 (figura 17).
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Figura 17. Andlise filogenética da regido de juncdo E/NSI1 gerada pelo método de Inferéncia Bayesiana
utilizando como modelo evolutivo o TIM2EF+G escolhido pelo programa JModeltest v3.0., vizualizada no
programa FigTree v1.4.

O subclado A agrupa as cepas isoladas no Brasil, na regido nordeste em 2006 e no
sudeste em 2008, o subclado B é formado pela segregacdo independente de 11/17 isolados
deste estudo, e o subclado C agrupa cepas provenientes de outros paises da América Latina
que circularam entre 2006-2007. Topologia idéntica foi encontrada para o subclado B na

andlise de MV (figura 18).
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A arvore filogenética ndo revelou segregacdo de cepas por localizacdo geografica,
porém, hd uma tendéncia de agrupamento pelo ano do isolamento. Os isolados brasileiros da
década de 90 nao se relacionam com isolados deste estudo e formam um clado distinto,

enquanto as cepas ITA4/CE/BR_2011 e MARS/CE/BR_2011 estdo agrupadas com cepas
provenientes da Venezuela_2006/2007 e Colombia_2007.
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6. DISCUSSAO

De acordo com a literatura, a RT-PCR é mais sensivel que a técnica de isolamento
viral para deteccao de VDEN (CHAN et al, 2004) e, dentre varios kits comerciais disponiveis
para amplificacdo, o kit One Step RT-PCR (Qiagen), o mesmo utilizado em nossos
experimentos, apresenta o melhor desempenho/rendimento quando comparado a outros kits
comerciais disponiveis (DE PAULA et al, 2004). Em contrapartida, nosso estudo apresentou
menor sensibilidade da RT-PCR quando comparada ao isolamento viral, com apenas 19
amplificacOes dentre 33 amostras positivas no isolamento viral. Provavelmente, houve
degradacdo do RNA viral, uma vez que as amostras estavam estocadas hd cerca de um ano
quando iniciaram os experimentos moleculares.

Sete amostras negativas na RT-PCR foram satisfatoriamente sequenciadas. De
acordo com Cordeiro (2010), resultados falso-negativos na RT-PCR sdao comuns quando o
paciente apresenta baixa carga viral no momento da coleta da amostra de sangue. Por outro
lado, nao foi possivel identificar a sequéncia nucleotidica em nove amostras positivas na RT-
PCR devido a altos picos que se sobrepunham. E possivel que a quantidade de DNA e primer
nestas amostras estejam elevadas. De modo igual, outros estudos moleculares de VDEN
também ndo conseguiram sequenciar todas as amostras positivas na RT-PCR (PIRES-NETO,
2001; CORDEIRO, 2010).

A diversidade genética de VDEN tem sido muitas vezes associada ao aumento do
risco de epidemias e ao desenvolvimento de formas graves da doenca (DOS SANTOS et al,
2011). A auséncia de atividade corretora da RNA polimerase RNA dependente do VDEN
provavelmente da origem a cerca de uma substituicdo de base a cada processo replicativo que,
apesar de representar, em sua maioria, alteragdes prejudiciais, essa variacdo pode dar origem a
um conjunto de diversos virus capazes de ocupar novos nichos ecoldgicos ou se adaptar a
pressoes severas durante a replicacio (HOLMES, 2003; MENDEZ et al, 2010).

A andlise de 240 nt da regido E/NS1 de VDEN-1 isolados no Ceard e outros
estados do Brasil mostrou 27 sitios variaveis e 13 sitios informativos. Santos er al (2004)
identificaram maior variacdo (65 sitios varidveis e 28 substitui¢des informativas) em cepas de
Sao Paulo entre 1995-2001. Possivelmente devido ao extenso periodo de coleta dos virus e

maior nimero de amostras utilizadas neste trabalho.
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As cepas deste estudo mostraram alta taxa de substitui¢des silenciosas e mudancgas
ndo silenciosas conservativas que podem estar relacionadas ao longo periodo em que VDEN-
1 circula no Estado, desde 1986, ainda que em niveis baixos (CARNEIRO, 2012). Este tipo
de mutagdo ¢ muito comum entre VDEN onde a maioria das substitui¢cdes ocorrem no terceiro
codon (RICO-HESSE, 1990; PIRES-NETO et al, 2005; BEHURA; SEVERSON, 2013).

Em nosso conjunto de dados, as mutacdes estavam mais presentes na regido E, a
maior glicoproteina de superficie de VDEN, sendo responsdvel pelo principal determinante
antigénico e indutor da resposta imunoldgica protetora (CHAMBERS e al, 1990). A andlise
molecular de genes que codificam para proteinas estruturais de VDEN-1 realizada por
Carneiro et al (2012) identificou um numero maior de mutacdes no gene E em comparagdo
com outras protefnas estruturais.

A substitui¢do fixa de A:G no terceiro cédon nas posi¢des 84 e 121 das cepas
deste estudo, concordam com os resultados de Behura e Severson (2013) que observaram uma
significante transicdo de A:G entre isolados de VDEN de origem americana e asidtica.

A cepa ITA4/CE/BR_2011 apresentou substituicao nao-sindnima (E15 The:Ala)
localizada no dominio de haste a ancora da proteina E (regido C-terminal). Andlises da
relacdo entre mutacdes ndo-sinOnimas € mutagdes sindnimas por sitio dentre e entre
populacdoes de VDEN sugere que estes estdo sujeitos a forte selecdo negativa, havendo
relativamente pouca evidéncia de evolucdo adaptativa de VDEN, embora evidéncia de
adaptacgdo ja tenha sido observada para VDEN-2, VDEN-3 e VDEN-4 (BENNET er al, 2003;
TWIDDY; HOLMES; RAMBAUT, 2003; MENDEZ et al, 2010; TISSERA et al, 2011). A
cepa ITA4/CE/BR_2011 apresenta evidéncia de selecdo positiva quando a substitui¢do de um
aminoécido hidrofilico por um hidrofébico ocorreu em um dominio transmembrana altamente
hidréfobo.

A similaridade da sequéncia de aminodcidos entre as cepas recentes do Ceard e
cepas brasileiras incluidas neste estudo variam de 96,3% a 100%, resultados semelhantes
foram encontrados por Santos et al (2004), com uma similaridade de at€ 97,5% a 100%.

Desde a década de 80 é observada a variabilidade genética dos VDEN. Com a
melhoria das ferramentas moleculares estudos mais acurados foram realizados inicialmente
por Rico-Hesse (1990) identificando um limiar de divergéncia de 6% que classifica genotipos
dentro de sorotipos. Diferencas na severidade da doenga associadas a determinado sorotipo ou

genotipo sdo discutidas na literatura (WEAVER; VALSILAKIS, 2009). E provavel que
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processos evolutivos de VDEN apresentem maior impacto sobre a viruléncia e epidemiologia
no mundo (KLUNGTHONG et al, 2008). O controle eficiente da dengue requer, entre outros
aspectos, conhecimento do virus circulante e a possivel rota de entrada (RICO-HESSE, 1990).

No Brasil, apenas o genétipo I de VDEN-1 tem circulado no pais, embora seja
considerada a possibilidade de que outros genoétipos tenham sido introduzidos e que por
motivos desconhecidos ndo se estabeleceram. Fatores ecoldgicos, vetoriais e do hospedeiro
podem estar envolvidos (SANTOS et al, 2003; SANTOS et al, 2004; PIRES-NETO et al,
2005).

Em nosso estudo, as cepas isoladas no Ceara sdo classificadas como genoétipo I,
segundo a classificagdo de Rico-Hesse (1990), estando agrupadas com outras cepas
provenientes de paises americanos, corroborando com estudos de Santos et al (2004), Pires-
Neto et al (2001; 2005), Cordeiro (2010), Carneiro et al (2012) e Bona et al (2012).

A andlise filogenética mostrou a segregacdo de VDEN-1 em trés clados, onde as
cepas ITA4/CE/BR_2011 e MARS/CE/BR_2011 estdo agrupadas com cepas da Venezuela e
Colombia isoladas entre 2006-2007 (Clado C). Estudos filogenéticos recentes utilizando
cepas oriundas dos estados de Roraima, Amazonas, Mato Grosso, Rio de Janeiro e Parand
também identificaram agrupamento desses isolados com cepas da Venezuela (CORDEIRO,
2010; DOS SANTOS et al, 2011; CARNEIRO et al, 2012; BONA et al, 2012). Rodriguez-
Roche et al (2012) sugerem que multiplas introdugdes de VDEN-1 tenham ocorrido de paises
da América Latina para a Venezuela e vice-versa. A constante importacdio de multiplas
linhagens de virus através de regides vizinhas também tem sido observada em Taiwan (SHU
et al,2009). A Venezuela provavelmente € uma importante rota de entrada do virus no pais
com potencial de disseminagdo para regides vizinhas.

O retorno de VDEN-1 no Ceard foi identificado primeiramente nos municipios
localizados no interior do Estado, que fazem parte da rota rodovidria que vem do Piaui,
localizado mais ao norte do pais, onde o VDEN-1 foi isolado em mar¢o de 2009 quando ainda
ndo havia registro deste sorotipo no Ceard. Os primeiros isolados de VDEN-1 em 2010 no
Ceard pertencem aos municipios de Taud (janeiro), Jati (janeiro) e Quixadd (margo)
alcancando a cidade de Fortaleza, regido litoranea, em junho do mesmo ano, culminando na
maior epidemia de dengue do Estado em 2011 (informagao verbal)®.

Padroes distintos de ocorréncia da FHD no Brasil entre 1981 e 2002 foram

descritos por Siqueira et al (2005). A primeira, afetando adultos entre 20-40 anos na maioria

% Informagdo fornecida pela Dra. Fernanda Montenegro, de acordo com os registros de dengue do setor de
virologia do LACEN-CE, em marco de 2013.
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dos estados brasileiros, e a segunda, ocorrendo entre jovens menores que 15 anos na regido
amazoOnica, ao norte do Brasil, apresentando o mesmo padrdo observado em outros paises da
América Latina e do sudeste da Asia. A diferenca entre linhagens de VDEN-1 circulantes
pode explicar a ocorréncia de padrdes clinicos distintos da doenca (CORDEIRO, 2010). E
possivel que mudancas no padrao epidemioldgico da dengue no Ceard registrada na epidemia
de 2011, afetando principalmente a populacdio mais jovem, possam ser resultado da
introducdo de novas linhagens no estado.

Em 2011, foi registrado o maior nimero de 6bitos por dengue com complicagdes
(CEARA, 2013), segundo Mendez et al (2010), manifestagdes clinicas mais agressivas podem
estar relacionadas a circulacio de novas linhagens com maior potencial patogénico. A
epidemia de 2011 apresentou diferentes manifestacdes da doenga e, de acordo os resultados
da nossa andlise filogenética, as linhagens de VDEN-1 que circularam em 2011 sao diferentes
daquela isolada em 1986. A substitui¢do de linhagens envolve o estabelecimento de uma cepa
que apresenta mutacdes vantajosas na populagdo como resultado de continua selecdo
evolutiva no hospedeiro humano e no vetor (LAMBRECHTS et al, 2012; BEHURA et al,
2013).

As cepas MARI/CE/BR_2011, ITA1/CE/BR_2011, PAJ1/CE/BR_2011 e
LIM1/CE/BR_2011 se agruparam com isolados mais recentes do nordeste do Brasil e de Sao
Paulo no clado A e 11 cepas deste estudo constituiram o clado B, numa segregacdo
independente.

A literatura traz diversos relatos de multiplas linhagens de VDEN-1 em uma
mesma regido, na maioria dos casos nao ha sobreposicao de clados/linhagens, apenas durante
o periodo de transi¢do (THU et al, 2005; MENDEZ et al, 2010; LAMBRECHTS et al, 2011).
Geralmente, a existéncia de linhagens distintas tem relacdo geogréfica e temporal (THU et al,
2005;DOMINGO et al, 2006; KUKRETI et al, 2009; MENDEZ et al, 2010). No entanto, o
estudo de Santos et al (2004), realizado no estado de Sao Paulo, ndo identificou linhagens
especificas para uma regido, assim como ocorre no Ceard, exceto para os isolados da cidade
de Fortaleza que estdo clusterizados com cepas de outros municipios em um ramo distinto.
Estas cepas provenientes de Fortaleza foram coletas em fevereiro de 2011 e possivelmente
estdo relacionadas a0 mesmo surto por pertencerem ao mesmo clado, como sugerido por

Santos et al (2004).
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No México, a evolugdo de VDEN-1 se da pela entrada de multiplas linhagens no
pais (CARRILLO-VALENZO et al , 2010). A diversidade de VDEN-1 no Brasil também tem
sido atribuida a introduc@o de novas linhagens, sem, contudo, ser produto de evolucdo local
(DOS SANTOS et al, 2011). Todavia, a andlise genética de VDEN-1 isolados na Polinésia
Francesa durante um surto ocorrido apds quatro anos de baixa transmissdo da doenga, esteve
relacionado a evolugdo in situ do virus, ndo havendo indicios de entrada de novos virus
(DESCLOUX et al, 2009), assim como observado na Venezuela, com extensa diversidade
genética em isolados de uma mesma drea indicando evolugao local deste a introdugao do virus
no pais (RODRIGUEZ-ROCHE et al, 2012).

Determinar a base evolutiva de substituiches € inerentemente problemdtica,
principalmente se hd envolvimento de linhagens que diferem quanto a aptidao sobrepondo-se
a linhagem anterior, sendo dificil inferir se as substitui¢des de linhagens sdo resultado de
selecdo natural ou se sdo em grande parte devido a deriva genética com gargalos periddicos na
populagao vetorial (HOLMES, 2009; CARILLO-VALENZO et al, 2010)

A substituicdo de clados parece ser um evento mais comum que a longa
persisténcia em uma determinada localidade (BENNET et al, 2003; LAMBRECHTS et al,
2011) e pode ser devido a variagcdo sazonal do tamanho populacional do vetor, do hospedeiro
e a complexas interacOes a nivel celular (RICO-HESSE, 2003; THU et al, 2005). A presenca
de multiplos sorotipos de VDEN pode determinar padrdes complexos de imunidade cruzada
determinando qual clado sobrevive (THU et al, 2004).

No Brasil, ndo esté claro se a epidemia ocorrida entre 2009/2010 foi resultado da
substituicdo de linhagem ou se € devido a somatdria de susceptibilidade da populacdo,
infecgdes sequenciais € introducdo de novos virus (DOS SANTOS et al, 2011). A mesma
16gica pode ser aplicada no Ceard, como hipotetizado por Cavalcanti et al (2011) em anélise a
epidemia de 2008 causada por VDEN-2, onde ndo apenas a re-circulacdo do sorotipo, mas
também a susceptibilidade e sensibilizacido da populac¢do foram determinantes.

O termo linhagem tem sido usado nao oficialmente para designar virus agrupados
em clados em um nivel taxondmico menor que genétipo (KUKRET et al, 2009) e, quando
introduzidos em uma regido, frequentemente alteram a incidéncia e gravidade da doenca
(LAMBRECHTS et al, 2011).

Diante dos crescentes relatos de distintas linhagens de VDEN-1 circulando em

diferentes regides do Brasil € necessaria uma vigilancia mais rigorosa, ndo apenas virolégica,
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mas também com identificacio de genétipos. E vélido um estudo longitudinal com maior
nimero de amostras a fim de compreender os eventos que culminam na grande diversidade de
VDEN-1 que vem sendo observada.

Quanto as ferramentas utilizadas para andlise filogenética deste estudo, tanto a
MV quando a Inferéncia Bayesiana foram suficientes na identificagdo de sub-grupos dentro
do gendtipo I de VDEN-1, apresentando topologias muito similares. Embora tanto o valor de
bootstrap na MV quanto da probabilidade a posteriori no método Bayesiano oferecam pouco
suporte das relacdes entre as sequéncias analisadas, este ultimo apresentou valores mais altos
que o bootstrap, com resultados mais confidveis. Santos et al (2004), em estudo filogenético
de cepas de VDEN-1 de Sao Paulo de 1995-2001, utilizando a regido E/NS1 nos métodos de
MYV e Bayesiano, se depararam com as mesmas dificuldades em explicar o conjunto de dados
na falta de valores robustos que suportem os nds. Enquanto a reconstrucdo filogenética
através do método de NJ de VDEN-1 isolados no Brasil de 1988-2001, também utilizando a
regiao E/NS1, mostrou valores elevados de bootstrap (PIRES-NETO et al, 2005). A diferenca
desses resultados pode ser atribuida, em parte, aos diferentes métodos de anélise utilizados e a
natureza do estudo.

Quando as cepas de 2011 do Ceara foram comparadas a outras cepas brasileiras,
identificamos maior divergéncia dentre os isolados deste estudo. Jarman et al (2008) relatam
que a introdugdo frequente de novas linhagens mantém um nivel de diversidade genética
aprecidvel de VDEN, mesmo em uma escala muito regional. Dessa forma, as varias mutagdes
silenciosas e ndo sindnimas encontradas neste estudo podem conferir novas caracteristicas a
regiao de juncdo E/NSI que culminam na diminui¢do do sinal filogenético anteriormente

descrito para essa regido, corroborando com os achado de Santos et al (2004).
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7. CONCLUSAO

® As cepas isoladas no Ceard durante a epidemia de 2011 possuem alta identidade
nucleotidica com outros isolados brasileiros e paises da América Latina pertencentes

ao gendtipo I,

e Mutagdes silenciosas estavam amplamente distribuidas na regido E/NS1 das cepas
deste estudo, com poucas substituicdes sindnimas € apenas uma substituicdo ndo

sindbnima na cepa ITA4/CE/BR_2011;

¢ Durante a epidemia de 2011, co-circularam trés linhagens (A, B e C) do gendtipo I de

VDEN-1.

* A mudanca de padrao epidemioldgico da dengue no Ceard em 2011 sofre influéncia

da entrada e co-circula¢ao de novas linhagens de VDEN-1 no Estado.
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ANEXOS

ANEXO A - Oficio n° 357/11 do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do
Ceara.
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Protocolo COMEPE n* 255/ 11

Pesquisador responsavel: Morgarna Maria de Obivera Barboza
Titwle do Projeto: ‘Caracterizac#o gendmica de virus Dengue
srlados no ceard nos anas de 2010 e 20117
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normas gue regulamentam a pesquisa em seres humanas do Consalho
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