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RESUMO

A dengue é a principal arbovirose tropical transmitida ao homem por meio da picada
das fémeas de mosquitos hematofagos do género Aedes, doenca de extrema
importancia para a saude publica devido as epidemias observadas em areas
tropicais e subtropicais da Asia, Africa, Australia e Américas onde o vetor encontra-
se amplamente disseminado. O Dengue virus pertence a familia Flaviviridae, género
Flavivirus, possui quatro sorotipos antigenicamente distintos, designados de DENV-
1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4, subdivididos em gendétipos. A doenca caracteriza-se
por manifestacdes que variam desde uma febre indiferenciada (FD) até a febre
hemorragica da dengue (FHD), que pode evoluir para a sindrome do choque da
dengue (SCD) e morte. O(s) mecanismo(s) pelo qual o DENV pode causar doenca
grave e a contribuicdo de fatores virais e do hospedeiro para o desenvolvimento dos
qguadros clinicos severos, ndo estd completamente compreendido. Neste trabalho de
revisdo, foram investigados os sorotipos e gendtipos do Dengue virus que estao
correlacionados com possiveis implicacbes na patogenicidade da doenca,
procurando identificar a presenca de alguns marcadores genéticos de viruléncia. As
substituicGes de aminoacidos dentro de regides codificadoras que possam interferir
na antigenicidade ou ligacdo celular, e as mudancas de nucleotideos dentro das
regides nao-codificadoras podem interferir na estrutura secundaria do acido nucléico
ou da proteina, e assim a replicacdo pode ser o determinante viral de doenca grave
em humanos. Apesar do avan¢o no conhecimento da estrutura viral assim como da
dindmica da biologia do virus da dengue, a patogenia continua sendo um grande
desafio, principalmente devido a interposicdo de fatores virais e do hospedeiro.
Considerando que o aumento de casos de FHD pode estar diretamente relacionado
ao aparecimento de amostras mais virulentas, € importante que se conheca as
sequéncia genéticas de isolados virais associados a infeccbes mais graves,
mapeando-se as mutacdes que possam eventualmente estar implicadas nos casos
severos de dengue. Tal enfoque pode, portanto, contribuir para o conhecimento
sobre a patogénese da dengue e direcionar pesquisas para o desenvolvimento de
drogas antivirais e vacinas.



ABSTRACT

Dengue fever, the main arboviral infection transmitted to humans through the bite of
hematophagous female mosquitoes from the genus Aedes, is one of the most
important disease for the public health.. Te importance is due to the observed
explosive epidemic patterns in tropical and sub-tropical areas of the globe,
where the mosquito vector is widely disseminated. The four antigenically distinct
serotypes of dengue fever viruses designated DENV1, DENV2, DENV3 and DENV4,
belong to the Flaviviridae family, genus Flavivirus. The precise mechanism(s) by
which DEN viruses cause severe disease is still not understood. It has been inferred
that both immunological and viral factors determine the severity of disease. In this
review article, we investigated the serotypes and genotypes of dengue virus that are
correlated with possible implications in the pathogenesis of the disease, identifying
the presence of genetic markers of virulence. Amino acid substitutions within coding
regions, which may interfere with the antigenicity or cell-virus connection, and the
nucleotide changes within the noncoding regions, secondary structure and dynamics
of the biology of dengue virus pathogenesis remains a major challenge, mainly due
to the interposition of viral and host factors. Whereas the increasing number of cases
of DHF can be directly related to the emergence of more virulent samples, it is
important to know the genetic sequences of viral isolates associated with infections
of greater virulence, mapping to the mutations that may eventually be implicated in
serious cases dengue. This approach may therefore contribute to knowledge about
the pathogenesis of dengue directing research for the development of antiviral drugs
and vaccines.
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INTRODUCAO

1.1 Hist6rico da Dengue

Os primeiros relatos conhecidos sobre uma sindrome semelhante a dengue
foram encontrados na literatura chinesa durante as Dinastias Chin (265-420 a.C.),
Tang (610 a.C.) e Northern Sung (992 a.C.) (GUBLER, 1998). Esses estudos
descreviam uma doenca chamada "agua envenenada", devido a sua relagdo com
"insetos voadores associados a agua". A descricdo clinica incluia febre, exantema,
artralgia, mialgia e manifestagcdes hemorragicas. Novos relatos de uma doenca nao
identificada, mas semelhante a dengue, apareceram no século XVII, no Oeste da
india e no Panama (GUBLER, 1998). A primeira pandemia documentada ocorreu
entre os anos de 1779 e 1788, acometendo a Batavia (atual Jakarta), Cairo,
Filadélfia, Cadiz e Sevilha, na Espanha (VASILAKIS; WEAVER, 2009). Esta
distribuicdo geogréfica generalizada coincidiu com o aumento do comércio global

que era realizado por embarcacdes a vela (VASILAKIS; WEAVER, 2009).

O registro histérico também indica que uma segunda série de pandemias da
dengue ou de uma doenca semelhante a ela, ocorreu entre 1823 e 1916,
atravessando o globo, da Africa & india e da Oceania as Américas, com durag&o
média de 3 a 7 anos. Embora seja impossivel determinar qual foi o sorotipo

envolvido, supde-se que estes surtos, provavelmente, foram causados pelo mesmo
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sorotipo do Dengue virus (DENV), transportados entre as regides geograficas pelo

comércio ilegal de escravos (GUBLER, 1998).

Uma nova relagdo entre seres humanos e DENV, surgiu com o inicio da Il
Guerra Mundial, que provocou intensas mudancas ecoldgicas, demogréficas e
epidemiologicas, levando ao estabelecimento de comissfes cientificas para estudar
a doenca, sua etiologia, agente e desenvolvimento de testes diagndsticos
(VASILAKIS; WEAVER, 2009). Contudo, o término da Il Guerra Mundial levou a uma
urbanizacao descontrolada, em que a inadequacao das habita¢cbes, dos sistemas de
abastecimento e distribuicdo de agua e esgotos permitiu ao vetor (Aedes Aegypti)
atingir alta densidade e, assim, facilitar a dispersdo dos sorotipos do DENV entre
diversas regifes geograficas. As intensas transformacdes ecoldgicas e demograficas
pbés-guerra criaram as condi¢des ideais para o surgimento de dengue hemorragica

no Sudeste da Asia (VASILAKIS; WEAVER, 2009).

A primeira epidemia documentada de dengue hemorragica ocorreu em
Manila, nas Filipinas em 1950, e em 20 anos a doenca se espalhou e atingiu
proporcdes epidémicas, disseminando-se pelo sudeste asiatico para, em meados de
1970, a febre hemorragica do dengue (FHD) se transformar na principal causa de

hospitalizacdo e morte entre criangas na regiao (GUBLER, 1998).

Em 1970 a dengue foi re-introduzida nas llhas do Pacifico onde atingiu
propor¢cdes epidémicas, juntamente com as Américas. Entre 1980 e 1990, a
epidemia de dengue se intensificou, com expanséo da distribuicdo geografica tanto
do vetor quanto do virus, aumentando a incidéncia e emergéncia da FHD em muitos

paises (figura 1) (GUBLER, 1998). Na Asia, epidemias de FHD se expandiram do
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sudeste asiatico ao oeste da india, Sri Lanka, Maldivas, Paquistdo e leste da China

(GUBLER, 1998).
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Figura 1: Nomero médio anual de casos de dengue classico/ febre hemorragica do dengue,
ocorridos no mundo.

Fonte: WORLD HEALTH ORGANIZATION/TDR, 2008.

Nas Américas, de 1950 até meados de 1970 o mosquito vetor foi erradicado
da maior parte da America Central e do Sul (GUBLER, 1998). Os programas de
erradicagao foram descontinuados no inicio de 1970 e os vetores voltaram a ser
detectados nos paises dos quais tinham sido erradicados. Na década de 1980
ocorreu na regidao das Américas a maior epidemia de dengue em paises que haviam

ficado livres da doenca por 35 a 130 anos (GUBLER, 1988).
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1.1.1 Histérico da Dengue na América Latina e no Brasil

O Dengue virus sorotipo 1 (DENV-1) foi introduzido no Brasil em 1986 e o
Dengue virus sorotipo 2 (DENV-2) em 1990, com a subsequente disseminacao
desses sorotipos pelo pais (NOGUEIRA et al., 2008) O Dengue virus sorotipo 3
(DENV-3) reapareceu na America Central (Nicaragua e Panama) em 1994, apés um
periodo de 17 anos de auséncia, espalhando-se para o México e Caribe (GUZMAN;
KOURI, 1996). Em 2000 a presenca deste sorotipo foi descrita em dois paises da
America do Sul: Brasil e Venezuela (NOGUEIRA et al.,, 2008). O DENV-3 foi
inicialmente isolado em dezembro de 2000 no estado do Rio de Janeiro. Desde
entdo, este sorotipo tem sido detectado em quase todos os estados brasileiros,
estabelecendo condi¢cdes de hiperendemicidade com os outros sorotipos (DENV-1 e
2) circulantes. O gendtipo Il e V (Sri Lanka/India) do DENV-3 foi identificado em
guase todos os Estados do Brasil envolvidos durante as epidemias de 2001-2004,
originando uma das epidemias com o maior numero de casos, maior gravidade,
manifestacbes clinicas primarias, e maior numero de mortes (NOGUEIRA et al.,
2008). Segundo dados do Ministério da Saude, o sorotipo 3 do virus da dengue
predominou na grande maioria dos estados do Brasil entre 2002 e 2006. No periodo
entre 2007 e 2009, foi observada uma alteracdo no sorotipo predominante, com a
substituicio do DENV-3 pelo DENV-2. Essa alteragdo levou a ocorréncia de
epidemias em diversas unidades federais, com um deslocamento de casos graves

para menores de 15 anos (MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

O monitoramento de sorotipos circulantes ao longo de 2009 apontou para
uma nova mudancga no sorotipo predominante, com uma recirculagéo importante do
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DENV-1 que passou a ser o sorotipo predominante, inicialmente, nos Estados de
Roraima (desde 2008), Mato Grosso do Sul e Piaui. A recirculacdo do DENV-1 alerta
para a possibilidade de grande circulacdo desse sorotipo nos estados, onde a
populacdo nado esteve em contato com o virus desde o inicio da década
(MINISTERIO DA SAUDE, 2010). Segundo o informe epidemiol6gico da Dengue, até
a 262 semana de 2010, o DENV-1 predomina em todos os estados da federacao,

exceto no Nordeste (Tabela 1). (MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

Brasil 10840 2948 27,2 2088 766 94
Norte 1249 175 14 116 59 0
Nordeste 2316 361 15,6 154 201 6
Sudeste 3634 1165 32,1 795 311 59
Sul 430 208 48,4 144 64 0
Centro- 3211 1039 32,4 879 131 29
Oeste

Tabela 1- Distribuicdo do Isolamento dos sorotipos de Dengue por Unidade Federada 2010*
Fonte: Ministério da Saude, 2010.
*Dados parciais até a semana epidemiolégica 26

Ja foi comprovado que o Dengue virus sorotipo 4 (DENV-4) ja esteja presente
em territério brasileiro, como detectado em amostras analisadas de trés pacientes
residentes em Manaus (FIGUEIREDO et al., 2008) e em 10 pacientes residentes em
Roraima (MINISTERIO DA SAUDE, 2010). O Sorotipo DENV-4 nio circulava no
Brasil ha 28 anos. Foi constatado, por meio do seqienciamento do genoma viral de

um caso indice (autéctone), responsavel pela reintroducdo desse sorotipo no Brasil,
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que esse virus € procedente da Venezuela, onde o DENV-4 circula de forma

endémica ha muitos anos (MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

As atividades de monitoramento da circulagdo do virus da dengue em 2010,
no pais, demonstram a circulacdo dos sorotipos DENV-1, DENV-2 e DENV-3
(MINISTERIO DA SAUDE, 2010). Em 2010, estados da federacdo, como Rondonia,
Acre, Tocantins, Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba, Minas Gerais, Sao Paulo,
Parana, Santa Catarina, Goids e Distrito Federal obtiveram maior proporcdo de
isolamentos do sorotipo DENV-1. Tal aspecto pode ter como consequéncia direta
alteracdes importantes na situacdo epidemiolégica dos estados com ocorréncia de
epidemias ao exemplo de Ronddnia, Acre, Minas Gerais, Sdo Paulo, Parana, Mato
Grosso do Sul, Goiéas e Distrito Federal (figura 2). Os Estados do Espirito Santo, Rio
de Janeiro, Amapa e Bahia j& mostraram alteracdo no padrdo da circulagcao viral,
com aumento de isolamentos positivos para o sorotipo DENV-1. Tal fato, reforca a
necessidade de alerta do sistema de vigilancia para um possivel aumento de

transmissdo (MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

Em Minas Gerais, no ano de 2010, foram confirmados 214.552 casos de
dengue, destes, 185 foram caracterizados como FHD (MINISTERIO DA SAUDE,
2013). Em 2011, a Secretaria do Estado de Minas Gerais confirmou a reintroducéo
do sorotipo DENV-4 em seu territorio. Esta reintroducdo deixa susceptivel a infeccéo
parte da populacdo com menos de 30 anos, pois esse sorotipo ndo circulava no
Estado ha mais de 30 anos. (SECRETARIA DO ESTADO DA SAUDE DE MINAS

GERAIS, 2013).
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Figura 2 — Estimativa do risco de dengue no territério nacional para 2011.
Fonte: Ministério da Saude, 2010

1.2 Taxonomia do Dengue virus

O Dengue virus pertence a familia Flaviviridae, género Flavivirus. Esta familia
inclui também os géneros Pestivirus e Hepacivirus (LEYSSEN, CLERCQ e NEYTS,
2000). De acordo com o Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV, 2009 -
http://lwww.ictvonline.org/), a familia Flaviviridae esta entre as familias de virus que

nao possuem uma ordem atribuida a ela. Representantes do género Flavivirus, além
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do Dengue virus (DENV), séo o virus da febre amarela (YFV) e o virus da encefalite
japonesa (JEV). Esse género é constituido por mais de 70 virus e apresentam
grande importancia clinica uma vez que possuem representantes que causam
doencas humanas como a Febre Amarela e a Dengue (LEYSSEN, CLERCQ e

NEYTS, 2000).

A maioria dos Flavivirus patogénicos aos humanos € transmitida por vetores
artropodes, carrapatos e mosquitos, e por esta razdo estes virus sdo também

denominados arbovirus (LEYSSEN, CLERCQ e NEYTS, 2000).

1.3 O mosquito vetor e o ciclo de transmissao

Os primeiros relatos da dengue coincidem com o periodo de expansao
geografica do mosquito hematdfago, Aedes aegypti, da Africa para os tropicos. O
A. aegypti (figura 3) € o principal vetor envolvido na transmissdo urbana do virus da
dengue ao hospedeiro humano (GUBLER, 1998). As caracteristicas antropofilicas, o
habitat urbano doméstico e a alta eficiéncia na transmissdo do virus da dengue,
tornam o A. aegypti um agente altamente competente para a disseminacdo da
doenca em ambientes urbanos e peri-urbanos. As espécies A. albopictus e o A.
polynesiensis também podem sustentar a transmissdo do virus da dengue ao

hospedeiro humano (GUBLER, 1998).
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Figura 3- Imagem do mosquito Aedes aegypti
Fonte: Portal da Saude: http://portal.saude.gov.br

O mosquito A. aegypti € altamente susceptivel as temperaturas extremas e
climas secos e encontra-se amplamente disseminado entre os limites de latitude

40°N e 40°S, oferecendo um grande risco de novas epidemias para as populagdes

residentes nessas areas (figura 4) (MACKENZIE et al., 2004).

Durante o repasto sanguineo, fémeas adultas de mosquitos do género Aedes
transmitem o Dengue virus ao hospedeiro humano. O ciclo de transmisséo envolve
a ingestdo de sangue virémico (particulas virais circulantes no sangue periférico)
pelo mosquito vetor e apdés um periodo de incubacdo extrinseco ocorre a
transferéncia do virus ao hospedeiro vertebrado (GUBLER, 1998). O periodo de
incubagdo extrinseco no vetor dura de 8 a 12 dias e € necessario para que ocorra a
replicagdo e disseminacao viral na hemocele e em todos os tecidos do inseto, até
finalmente infectar as glandulas salivares e poder transmitir 0 virus para um novo
hospedeiro humano susceptivel. O mosquito permanece infectado e assintomatico
durante toda sua vida e é capaz de transmitir o Dengue virus para diversas pessoas,
devido a sua capacidade de se alimentar em mudltiplos individuos em sucesséo

(GUBLER, 1998). Outra forma importante de transmissdo entre os mosquitos do
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género Aedes é a transovariana, em que o Dengue virus € transmitido diretamente
para a prole, dispensando o homem no ciclo mantenedor (HENCHAL e PUTNAK,

1990).

Areas com Aedes

aegypti

Areas com Aedes
aegyptieregides
epidémicas

Figura 4- Distribuicdo Global do mosquito vetor da dengue: As areas infectadas com o mosquito
vetor da dengue estdo em laranja e as areas com dengue epidémica estdo em vermelho.
Fonte- Modificado de Mackenzie et al., 2004

O hospedeiro humano torna-se virémico ap6s um periodo de incubacédo de 3 a 14
dias, apds a picada por um mosquito infectado, concomitante ao inicio do periodo

febril (GUBLER, 1998).

1.4 Sorotipos

O agente etiolégico da dengue foi isolado pela primeira vez a partir de soro

humano em 1950 através de passagens seriadas em cérebro de camundongos
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neonatos, na tentativa de se obter uma vacina viva atenuada contra a dengue.
Dessa forma, foi possivel identificar e definir os sorotipos DENV-1 (amostra Hawaii)
e DENV-2 (amostra New Guinea) (SABIN; SCHLESINGER, 1945; HOTTA, 1952).
No ano de 1957, durante a epidemia de dengue em Manila, Filipinas, novos
sorotipos do virus da dengue, DENV-3 e DENV-4, foram isolados (HAMMOM et al.,
1960). De acordo com o Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV), o
Dengue virus estd caracterizado em quatro sorotipos distintos antigenicamente:
DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4, os quais podem apresentar variantes
genéticas dentro de um mesmo sorotipo, relacionadas com a viruléncia e a origem
geografica da amostra (HEINZ et al. 2000; RICO-HESSE, 1990). Atualmente, nas
regides tropicais co-circulam todos os sorotipos do virus da dengue e 0s quatro

subtipos estédo associados tanto com febre da dengue (FD) quanto com FHD.

Dentro de cada sorotipo, ha consideravel variagdo genética, possibilitando
classifica-los em diferentes genétipos (HOLMES e BURCH, 2000; RICO-HESSE,
1990). Para DENV-1 e DENV-2, 5 gendtipos foram descritos (RICO-HESSE, 1990);
ja DENV-3 e DENV-4 foram subdivididos em 4 e 2 gendtipos, respectivamente
(LANCIOTTI et al, 1994). Definicdo de gendtipo foi dado pela Rico-Hesse, (1990)
que definiu gendtipo como grupos de virus que apresentam uma divergéncia na
sequéncia nucleotidica de no maximo 6%, dentro de uma regido genémica como,

por exemplo, & juncdo entre as proteinas de envelope (E) e Nao-Estrutural 1(NS1).
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1.5 Manifestacdes clinicas da Dengue

A dengue classica (DC) caracteriza-se por febre de inicio subito e sintomas
nao especificos como dor de cabeca, dor retro-orbital, nduseas, vomito, fraqueza,
artralgia, mialgia e exantema (GUBLER, 1998). Anorexia, alteracdo de paladar e
sudorese podem também ser observadas (GUBLER, 1998). A febre pode chegar a
39-40 °C, permanecer por dois a sete dias ou apresentar um curso bifasico 12 a 24
horas depois do primeiro pico (desfervescéncia) As alteracfes tipicas nos exames
de laboratério sdo baixa contagem de leucécitos caracterizando-se por uma
granulocitopenia e plaquetopenia (contagem de plagquetas menor que 100.000/mm?
(GUBLER, 1998). A doenca, com estas caracteristicas, tende a evoluir para cura

espontanea na grande maioria dos casos.

1.5.1 Dengue Hemorragica (FHD/SCD)

A FHD é caracterizada por febre alta que permanece por 2 a 7 dias. Os sinais
e sintomas iniciais sdo semelhantes aos da FD, mas o quadro clinico evolui
rapidamente e manifestacbes hemorragicas tais como epistaxe, gengivorragia e
hemorragia em diversos 6rgados sdo comuns. O agravamento da sintomatologia na
FHD ¢é decorrente do aumento da permeabilidade vascular seguida de
hemoconcentracao e faléncia circulatéria. Em casos leves e moderados, os sinais e
sintomas desaparecem logo apds o desaparecimento da febre. No entanto, em
casos severos pode haver comprometimento do sistema circulatorio e o quadro

clinico do paciente pode progredir rapidamente para choque hipovolémico,
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denominado sindrome do choque da dengue (SCD), e pode ser fatal (GUBLER,
1998). O estagio critico da FHD é o momento da desfervescéncia, quando podem
ser observados problemas circulatorios ou manifestacbées hemorragicas. A SCD é
causada pelo extravasamento do plasma para o espaco intersticial. Pode evoluir
para choque profundo com pulso e pressdo sanguinea indetectaveis. Alteracdes
hemostéaticas na FHD e SCD envolvem trés fatores: alteracdes vasculares, de

coagulacéo e trombocitopenia (GUBLER, 1998).

O diagndstico clinico diferencial da dengue hemorragica deve ser feito com
outras infec¢cdes, como febre amarela, sarampo, rubéola, influenza, maléria,
leptospirose, outras febres hemorragicas virais ou outras doencas virais nao
especificas (GUBLER, 1998). Algumas dessas infeccfes sdo endémicas nas

mesmas regides que a dengue, o que dificulta o diagndstico.

A maioria dos casos FHD/SCD ocorre como resultado de uma infeccao
secundéria com um diferente sorotipo do Dengue virus. Essa teoria determinando a
imunoamplificacdo da infeccdo dependente de anticorpos pré-existentes, € o modelo
atual que melhor explica o fenbmeno da FHD em pacientes secundariamente

infectados (GLUBER, 1998).

2.0 JUSTIFICATIVA

A manutencdo da epidemia de dengue estd relacionada a alteragcbes

demograficas e sociais ocorridas nos ultimos 50 anos, que incluem o aumento da
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populacao global associada a urbanizacédo ndo-controlada, a faléncia dos programas
de combate ao vetor e a mudancas nas politicas de salude publica. Todos esses
fatores tém contribuido para o aumento de epidemias de dengue, o desenvolvimento
da hiperendemicidade e o aumento de casos de FHD (GUBLER, 1998). Muitos
casos de infec¢do pelo Dengue virus séo subclinicos, por isso ndo sao notificados e

podem ser transmitidos silenciosamente (GUBLER et al., 1998).

A Organizacdo Mundial de Saude tem demonstrado muita preocupacdo com o
elevado numero de epidemias, crescente hiperendemicidade e com o aumento da
gravidade dos casos de dengue. No Brasil, a dengue é um dos principais problemas
de saude publica. Assim, estudos que contribuam para a elucidacao dos riscos de
aumento do potencial patogénico de circulagdo de amostras de DENV sé&o
necessarios uma vez que ainda ndo existem vacinas nem drogas especificas
disponiveis. A introducdo de novos sorotipos e genoétipos € o principal fator de risco

para o desenvolvimento de epidemias de dengue com manifestacdes graves.

Considerando que o aumento de casos de DHF pode estar diretamente
relacionado ao aparecimento de amostras mais virulentas, é importante que se
conheca as sequéncias genéticas de isolados virais associados a infec¢des de maior
viruléncia, mapeando-se as mutacdes que possam eventualmente estar implicadas
nos casos graves de dengue. Tal enfoque pode, portanto, contribuir para o
conhecimento sobre a patogénese da dengue e direcionar pesquisas para o0

desenvolvimento de drogas antivirais e vacinas.
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3.0 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Investigar, identificar e avaliar, através de revisdo literaria, os sorotipos e
genotipos do Dengue virus 2 e 3 que estdo correlacionados com possiveis

implicacdes na patogenicidade da doenca.

3.2 Objetivos Especificos

« Descrever a estrutura e o genoma do Dengue virus;

» Pesquisar sobre a patologia e a patogenia da doenca,

* |dentificar, por meio de revisao bibliografica, os principais marcadores moleculares
gue possam estar correlacionados com a viruléncia viral e patogenicidade da doenca

em amostras de DENV-2 e DENV-3.
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4.0 REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 Estrutura e genoma do virus da dengue

A particula viral €& esférica, possui um envelope lipidico e mede
aproximadamente 50-70 nm de diametro (figura 5). O genoma € composto por uma
molécula Unica de RNA cadeia simples, de polaridade positiva com
aproximadamente 11.000 nucleotideos e uma Unica janela aberta de leitura (ORF -
open reading frame) codificando uma poliproteina precursora. Proteases virais e do
hospedeiro clivam a poliproteina para gerar o conjunto de proteinas estruturais:
capsideo (C), precursora da proteina de membrana (prM), envelope (E) e as nado-
estruturais NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5 (figura 6) (CLYDE; KYLE;
HARRIS, 2006). Além disso, a regido codificadora é flanqueada por regibes néo
traduzidas conservadas (5'NC e 3'NC), que parecem desempenhar um importante
papel na modulacdo da replicagcdo e traducdo do genoma viral (CLYDE; KYLE;

HARRIS, 2006).

A regido 5'NC dos flavivirus é relativamente curta , enquanto a regidao 3'NC &
usualmente mais longa e demonstra extensiva heterogeneidade no tamanho e na
sequéncia entre espécies virais diferentes e mesmo entre linhagenss diferentes da

mesma espécie (WALLNER et al.,, 1995 ; WEAVER & VASILAKS, 2009).
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. Proteina do envelope (E)
4 Proteina da membrana (M)

\
"!J . Proteina do capsideo (C)

Figura 5- Representacdes esquematicas da estrutura da particula do virus da dengue:
A) Esquema da estrutura dos Flavivirus. O RNA gendmico encontra-se envolto por um
nucleocapsideo icosaédrico, composto pela proteina C. O nucleocapsideo €, por sua vez, envolto por
uma bicamada lipidica que contém as proteinas M e E. B) Transicao da particula do virus da dengue
de sua forma imatura (esquerda) para a forma madura (direita) antes de sua liberacado das células
infectadas. Os dominios I, Il e Il estdo em vermelho, amarelo e azul, respectivamente. O peptideo de
fusdo estd em verde.

Fonte: Modificado de Cabezas (2005) e Mukhopadhyay, Kuhn & Rossmann (2005)

A regido 3'NC inclui sequéncias conservadas e estruturas que desempenham
papel importante na replicacdo e traducdo viral: uma sequéncia de 90-120
nucleotideos que forma o stem-loop (3'SL), que € a estrutura mais comum
compartilhada por todos os flavivirus transmitidos por mosquitos; as sequéncias
altamente conservadas CS1 e CS2, e a sequéncia repetida conservada RCS2

(WEAVER & VASILAKS, 2009).
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Dentre as proteinas que compdem a estrutura viral a proteina do capsideo
(C), € uma proteina de 11 kDa, de carater basico, necessaria para encapsular o
RNA (CHANG et al., 2001). A proteina precursora de membrana (prM) é
glicosilada, tem 26 kDa e é clivada durante a replicacdo viral por uma protease do
tipo furina, gerando a proteina estrutural M de 8kDa. O revestimento externo da
particula viral é formado pelo envelope lipidico, e neste estéo inseridas as proteinas

E e M. (KUHN et al., 2002; WEAVER & VASILAKS, 2009).

A proteina E é a principal proteina de superficie da particula viral, contém
determinantes antigénicos que induzem a producdo de anticorpos neutralizantes,
interage com receptores celulares e participa do processo de fusdo de membranas
da célula e do envelope viral (MODIS et al.,, 2004; WEAVER & VASILAKS, 2009).
Estudos mostram que muta¢cdes no gene que codifica a proteina E, podem interferir

na viruléncia (SANCHEZ & RUIZ, 1996; LEITMEYER et al., 1999).

Por meio de estudos de cristalografia foi possivel identificar que a proteina E
possui trés dominios: o primeiro (l) central, o segundo (lI) que contém a regido de
dimerizacéo e o peptideo de fusédo, e o terceiro (lll), que apresenta o sitio de ligacéo
ao receptor (HUANG et al., 2004). Esta proteina se organiza em forma de
homodimero na particula viral madura (MODIS et al., 2004); quando em ambiente
acido, como no endossomo tardio, ocorre a trimerizagao irreversivel da proteina E,
resultando na sua fusdo com membranas dos endossomos e a liberagdo do
nucleocopsideio viral no citoplasma da célula hospedeira (MUKHOPADHYAY;

KUHN; ROSSMANN 2005) .
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As proteinas ndo estruturais sdo encontradas dentro de células infectadas
como parte de um complexo de replicacdo (CR) que por sua vez, esta envolvido na
replicacdo do RNA viral. A proteina NS1 (46 kDa) pode ser encontrada associada a
célula, atuando como possivel cofator na replicacao viral, na superficie celular, onde
pode estar envolvida na transducédo de sinal ou na forma extracelular no hospedeiro
vertebrado (JACOBS et al., 2000). Além disso, tanto as formas sollUveis da proteina
NS1 quanto as que estdo associadas & superficie celular podem ter relevancia na

patogénese da infeccdo (CLYDE; KYLE; HARRIS, 2006).

A proteina NS3 (70 kDa) que esta associada as membranas do RER, via
interagcdo com a NS2B (WEAVER & VASILAKS, 2009), desempenha atividades de
protease, helicase, nucleosideo 5'-trifosfatase (NTPase) e RNA 5'-trifosfatase
(RTPase) que sao fundamentais na replicacdo viral e na reacdo de capping do RNA

viral (CHEN et al., 1997).

A proteina NS2A é necessaria para a clivagem proteolitica da regido C-
terminal da NS1. Recentemente, foi demonstrado que a NS4B e, com menor
importancia, a NS2A e NS4A sdo capazes de bloquear a via de interferon (IFN)
(MUNOZ-JORDAN et al., 2003; WEAVER & VASILAKS, 2009). A NS5 (103 kDa), a
maior e mais conservada proteina nado estrutural dos flavivirus, apresenta
carater basico e atividade de RNA polimerase dependente de RNA (RdRP, replicase
viral) e de metiltransferase que sdo essenciais para replicacdo do virus
LINDENBACH; THIEL; RICE, 2007, WEAVER & VASILAKS, 2009). Durante a
replicacdo viral foi demonstrado que a proteina NS5 migra para o nacleo das células
e induz a transcricdo e traducgao da interleucina 8 (IL-8), um importante mediador

na patogenia da infeccdo (MEDIN et al, 2005; WEAVER & VASILAKS, 2009).
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5'UTR

Elementos do RNA

5'UTR Tradugdo ndo-canodnica, sintese vRNA

cHP Tradugdo do cédon de iniciagdo,
viahilidade viral

5'/3'UAR Ciclizacdo vRNA, viabilidade viral

5'/3'CS Ciclizagdo vVRNA, sintese vRNA

3'UTR  Cap-dependente e tradugdo ndo-canén
sintese vRNA

VR Traducdo, vRNA sintese

DB1/DB2 Tradugdo, vVRNA sintese

Proteinas virais

o VvRNA capsideo
prM Proteinaprecursorade membrana

E Proteinado envelope: receptorde fusdo
NS1 Sinal de tradugdo

NS2B Cofator serina protease daNS3

NS3 Helicase, NTPase, 5' trifosfatase, serina
protease

NS4B Inibig¢do do sinal de traducgdo do IFN

NS5 RdRP. metiltransferase

3'sL Tradugdo, VRNA sintese

Proteinas
estruturais

Proteinas
N3o-estruturais

Figura 6- Representacdo esquematica da organizacdo estrutural e funcional do
genoma do virus da dengue. O genoma dos Flavivirus possui uma Unica janela de leitura que
codifica para uma poliproteina, que é co- e pés-traducionalmente processada. A poliproteina é clivada
por proteases celulares e viral produzindo 3 proteinas estruturais e 7 proteinas ndo estruturais. As
proteinas estruturais e n&o estruturais estdo coloridas em verde e azul, respectivamente. Nas
extremidades 5’ (5°UAR, cHP e 5°CS) e 3 UTRs (VR, DB1, DB2, 3°'CS, 3'UAR e 3'SL) pode-se
observar as estruturas secundérias essenciais para traducédo, replicagdo e montagem da particula
viral. Além disso, a extremidade 5 do genoma possui um “cap” do tipo 1 e a extremidade 3° é
desprovida de cauda poli(A).

Fonte- Modificado de Clyde, Kyle & Harris (2006)

4.1 Multiplicagéo

Os Dengue virus sao introduzidos em células localizadas na pele do
hospedeiro humano, por endocitose mediada por clatrina, via interacdo entre as
glicoproteinas de superficie viral e receptores especificos de superficie celular
(LINDENBACH, THIEL e RICE, 2007). Um dos receptores melhor caracterizado até

o0 momento € a molécula de adesao intercelular (ICAM-3) (Intercellular adhesion
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molecule-3), também conhecida como CD209 ou DC-SIGN. Estes receptores sao
principalmente expressos em células da linhagem mononuclear fagocitica em
células dendriticas (CD) e macréfagos (RODENHUIS-ZYBERT, WILSCHT & SMIT,
2010). Durante o processo de maturacao, as CDs, que ndo sao células altamente
especializadas na apresentacdo de antigenos aos linfocitos T, poderiam facilitar a
infeccdo sistémica em fagocitos mononucleares, principal alvo celular para a

replicacdo do Dengue virus (RODENHUIS-ZYBERT, WILSCHT & SMIT, 2010).

Logo apOs a particula viral ser internalizada na célula hospedeira, a acidificacéo
da vesicula endossomal promove a dissociacdo dos dimeros da proteina E e a re-
associacao irreversivel dos monémeros na forma de trimeros. Essa mudanca
conformacional na proteina expfe o peptideo de fusdo que promove a fusdo das
membranas virais e do endossoma (figura 7). Em seguida, o nucleocapsideo é
liberado e degradado no citoplasma da célula, onde ocorre a traducao e replicacédo

simultanea do RNA viral (MODIS et al., 2004).

A traducdo do RNA ocorre em associagdo com as membranas do reticulo
endoplasmatico rugoso (RER). A replicacdo viral € capaz de inibir a sintese dos
MRNASs celulares. O RNA viral é replicado via uma molécula de RNA intermediario
de polaridade negativa (3'-5"), que serve como molde para a sintese de varias copias
do RNA gendmico de polaridade positiva (5'-3’) (WESTAWAY, 1987, RODENHUIS-

ZYBERT, WILSCHT & SMIT, 2010).

Ciclos sucessivos de traducdo produzem multiplas cOpias das trés proteinas
estruturais e das sete nao-estruturais, as quais juntamente com o RNA viral irdo

participar da morfogénese do virus, que ocorre no RER e no Complexo de Golgi;
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enguanto a liberacdo ocorre junto a membrana plasmatica, por exocitose. (CLYDE;

KYLE; HARRIS, 2006; RODENHUIS-ZYBERT, WILSCHT & SMIT, 2010).

A proteina prM é clivada, gerando a proteina M madura, 0 que tem como
consequéncia a prépria maturagdo da particula viral, infectiva. Particulas subvirais
incompletas também s&o clivadas pelas furinas celulares e proteases virais. As
particulas infecciosas e as particulas subvirais resultantes sdo liberadas da célula

hospedeira por exocitose (MUKHOPADHYAY; KUHN; ROSSMANN, 2005).
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Figura 7- Representacdo esquematica do ciclo de multiplicacdo do Dengue virus:
As particulas virais sofrem adsorcao na superficie da célula hospedeira e, em seguida, penetram
por meio de endocitose mediada por receptores. A acidificacdo do endossomo promove mudancgas
conformacionais na particula, fusdo das membranas celular e viral, e desnudamento da particula. O
genoma livre no citoplasma é traduzido em uma poliproteina que € processada co- e pos-
traducionalmente por proteases celulares e viral. A replicacdo do genoma ocorre em membranas
intracelulares. A montagem ocorre na superficie do RE quando o nucleocapsideo brota dentro do
limen do RE. As particulas imaturas e subvirais sdo transportadas através do Golgi. As particulas
imaturas sdo clivadas pela protease celular furina, resultando em particulas maduras e infecciosas.
As particulas subvirais também sao clivadas pela furina. Ambas as particulas, madura e subvirais,
séo liberadas por exocitose.
Fonte- Modificado de Rodenhuis-Zybert, Wilscht & Smit, 2010.

4.2 Patologia e Patogenia

A infeccdo por qualquer um dos quatro sorotipos do DENV pode causar
manifestagcfes clinicas similares, que podem variar de doenca inaparente ou com

febre baixa, até doenca hemorragica grave e fatal (GIBBONS e VAUGHN, 2002),
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dependendo de fatores de risco como: amostra e sorotipo viral, idade, estado imune
e constituicdo genética do hospedeiro, assim como casos de primeira ou segunda

infec¢éo. (GUBLER, 1998).

Estudos recentes demonstram que o perfil clinico da doenca tem se
modificado e complicacdes como encefalopatia, hepatomegalia com falha hepética
fulminante tém sido descritas nos casos de febre hemorragica do dengue (FHD)

(CLYDE; KYLE; HARRIS, 2006).

A hipotese mais divulgada para explicar a patogénese da FHD/SCD parte da
observacdo de que muitos casos de FHD ocorrem apds uma infeccdo secundaria
por um sorotipo diferente do primeiro que seria responsavel pelo efeito de
amplificacdo dependente de anticorpos (GUBLER, 1998). O fendmeno de anticorpos
potencializadores da infeccdo (Antibody dependent-enhancement - ADE) ocorre
guando anticorpos heterotipicos ndo neutralizantes, provenientes de uma infeccéo
primaria por um dos sorotipos do Dengue virus, opsonizam a particula viral infectiva
durante uma infec¢éo heterotipica subseqiente, mas nédo sao capazes de neutralizar
o virus (figura 8) (WHITEHEAD et al., 2007). O complexo anticorpo
subneutralizante-virus resultante liga-se a receptores Fcy (FcyR) de mondcitos
circulantes, facilitando, dessa forma, a infecgcdo do virus nesse tipo celular,
exacerbando a infeccdo e consequentemente conduzindo para o desenvolvimento

de uma doenca mais grave (WHITEHEAD et al., 2007).

Outra hipétese € que essa forma mais grave da doenca poderia ser causada
por uma amostra viral altamente virulenta ja que nem todas as infeccbes

secundarias sdo graves e muitas infeccbes primarias podem apresentar
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manifestacbes graves. Essas hipoteses ndo sao mutuamente exclusivas e
comumente ambas podem contribuir no desenvolvimento de formas graves de
doenca (GUBLER, 1998). Outro fator relevante para explicar a maior gravidade dos
casos de FHD/SCD é que os Dengue virus, como outros virus RNA, sofrem
mutacfes em seu genoma, como resultado de presséo seletiva para que possam
replicar em humanos e mosquitos, e algumas amostras virais estdo associadas a um
maior potencial epidémico (GUBLER, 1998). A expressdo fenotipica dessas
mudancas no genoma viral pode incluir maior replicacao viral e viremia, ocasionando
aumento na gravidade da doenca (CLYDE; KYLE; HARRIS, 2006). Alguns autores
demonstraram que uma Unica mutacdo de aminoacido no genoma dos flavivirus

pode alterar a patogenicidade da amostra in vivo e in vitro (LUl et al. 2006;

BEASLEY et al., 2005).
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Figura 8- Modelo para amplificacdo dependente de anticorpos da replicacéo do virus
da dengue: anticorpos heterotipicos de uma infeccdo primaria por um dos sorotipos do virus da
dengue, opsonizam a particula viral infectiva durante uma infeccdo heterotipica subseqiente, mas
nao sdo capazes de neutralizar o virus. O complexo anticorpo subneutralizante-virus resultante liga-
se a receptores Fcy (FcyR) de mondcitos circulantes, facilitando a infecgdo do virus nesse tipo
celular, exacerbando a infec¢éo e conduzindo para o desenvolvimento de uma doenga mais grave.
Fonte- Modificado de Whitehead et. al, 2007
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4.3 ldentificacdo de marcadores moleculares para patogenicidade

A automacdo da técnica de sequenciamento nucleotidico permitiu um
acumulo sem precedentes de dados referentes a sequéncia genémica de diversos
organismos. O genoma viral de diferentes genoétipos dos quatro sorotipos do virus da
dengue foi determinado; entretanto, as informacfes sobre a relacdo das
substituicbes de aminoacidos com fendtipo viral ainda sdo escassas (WITTKE et
al., 2002; RICO-HESSE et al., 1997; MANGADA; IGARASHI, 1998). Considerando
que o aumento de casos de FHD pode estar diretamente relacionado com o
aparecimento de amostras mais virulentas, é importante que se determinem
marcadores moleculares de viruléncia, para mapear as mutacdes que possam,
eventualmente, estar relacionadas nos casos graves de dengue. Este mapeamento
poderd servir para se direcionar o desenvolvimento de drogas antivirais até mesmo

vacinas (MANGADA; IGARASHI, 1998; MONATH et al., 2002).

Nesse sentido, inimeros trabalhos tém sido realizados nos ultimos anos com
o intuito de identificar alteracBes genéticas que possam estar relacionadas ao
aumento da gravidade dos casos de dengue, assim como alteracbes no fenotipo
viral em diferentes linhagens de células. No entanto, a primeira forte evidéncia da
presenca de determinantes genéticos associado a maior gravidade dos casos de
dengue, vem de estudos com DENV-2, que indicam que 0 genotipo asiatico &
associado a doenca grave engquanto o genotipo americano ndo o é (RICO-HESSE et
al., 1997). Esses pesquisadores compararam a sequéncia de aminoacidos da
juncdo entre as proteinas E/NS1 de amostras de DENV-2 do Brasil, Colémbia,

Venezuela e México. O estudo incluiu cinco amostras do Brasil (epidemia de
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1990), quatro da Colémbia (1987, 1988 e 1992), duas da Venezuela (1990) e duas
do México (1995). Em relacéo a apresentacao clinica da doenca (FD e/ou FHD), nédo
houve segregacdo das amostras na arvore filogenética (RICO-HESSE et al., 1997).

Leitmeyer et al. (1999) estudaram o genoma completo de 11 amostras
de DENV-2, associados a FD ou FHD (tabela 2). Foram observadas seis diferencas
na sequéncia deduzida de aminoacidos de genes que codificam as proteinas prM, E,
NS4B e NS5. Essas mudancas alteram a carga dos aminoacidos, e diferencas na
sequéncia das regides 5 e 3'NC sdo associadas a mudancas na estrutura
secundaria do RNA. Foram identificadas duas alteracGes, nas posicoes prM-28 e
prM-31, que diferenciam o gendtipo americano do genoétipo asiatico. Uma mudanca
de aminoacido na proteina NS4B (NS4B-17) ndo altera a carga da proteina e
sua importancia na funcdo da proteina ndo € conhecida. Das cinco
substituicbes  observadas na NS5, trés: NS5-645 (Asn—Asp), NS5-676
(Ser—Arg/Lys) e NS5-800 (Lys—Ser) conferem alteragbes de carga, porém nao
interferem na estrutura da proteina, enquanto as alteracbes nas posicoes NS5-
271 (lle—>Thr) e NS5-819 (GIn—Leu) resultam em diferencas significativas na
hidrofobicidade e antigenicidade. A mutacdo na posicdo 69 (de A para U),
observada na regido 5'NC, distingue virus do gendtipo americano de virus do
sudoeste asiatico. Esses autores ndo encontraram associacao direta destas
mutacbes com FD ou FHD. No entanto, suas hipéteses sdo que os determinantes
primarios do DENV-2 para a FHD residem: (I) na posicdo E-390, que
presumivelmente altera a ligacdo do virus a célula hospedeira; (II) nos nucleotideos

68 a 80 da regido 5'NC, que podem estar envolvidos no inicio da traducéo, e (lll) nos

40



primeiros 300 nucleotideos da regido 3'NC, que podem regular a replicacéo viral, via

formacao de intermediarios replicativos (LEITMEYER et al., 1999).

Mudanga do aminoacide

Gene Posicie

MNHpil Kool CO371  COl66  ThNH? K8 CO390  COI67  Marad 102692 Ven2 0131 1QTITT  1QT2913
(DF) (DF) (DF) (DF) (DSS)" (DHF) (DHF) (DHF) (DHF) (DHF) (DF) (DF) (DF) (DF)

prM 28 E E E E E E E E E E K K K K
k]| \Y \Y \Y Y Y% v \Y v Vv Vv T T T T
E 390 N N N N N N N N N N D D D D
NSI1 128 S 5 S S S S S S S S L L L L
NS3 567 | I | | I 1 1 I 1 1 T T T T
NS4b 17 S S S S S S S S S S H H H H
NS5 2N | I 1 1 I 1 | I 1 — I T T T
645 N N N N N N N N N - D D D D

676 S S S S S S S S S — R R K K

800 K K K K K K K K K — 5 5 5 §

819 Q Q Q Q Q Q Q Q Q — | I L 1

Tabela 2- Resumo das mudanc¢as de aminoacidos entre amostras de gen6tipos do DENV-2 do
Sudeste Asiético e de virus de genétipo Americano: algumas alteracdes de carga estdo em itélico,
e as mudangas na cadeia lateral estdo em negrito. Aminoacidos de carga negativa: E (acido
glutdmico) e D (acido aspartico); aminoacidos de carga positiva: K (lisina), H (histidina) e R (arginina);
aminoacidos neutros com cadeias laterais polares, V (valina), L (leucina) e | (isoleucina); amino&cidos
neutros com cadeias laterais apolares: T (treonina), N (asparagina), S (serina) e Q (glutamina). —
Né&o realizado.

Fonte: Modificado de Leitmeyer et al., 1999

Nas Ameéricas, as evidéncias de selecdo filogenética de uma linhagem de
DENV-2, mais virulenta, proveniente do sudoeste asiatico, tém sido corroboradas
por dados experimentais. Estas amostras de DENV-2, associadas com FHD/SCD,
geralmente se replicam de forma mais eficiente em células dendriticas do que as

amostras americanas (COLOGNA; ARMSTRONG; RICO-HESSE, 2005).

Outro estudo demonstra que a mutagcdo no aminoacido 390 (Asp—His) da
proteina de envelope pode ser considerada determinante de viruléncia, ja que

alteracOes nesta posicdo, que esta envolvida com a ligacdo a receptores na célula
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hospedeira, endocitose mediada por receptor, tropismo celular e estimulo a
producdo de anticorpos neutralizantes (CHAO et al., 2005), aumentam a
neuroviruléncia do DENV-2 em camundongos recém-nascidos (SANCHEZ;
RUIZ, 1996). Situacdo analoga tem sido descrita para outros flavivirus: Zhao et al.
(2005) demonstraram gque uma Unica mutacdo no aminoacido 138 da proteina E
(Glu—Lys), em um clone mutante do virus da encefalite japonesa (JEV), afeta
multiplos passos do ciclo replicativo viral e pode induzir atenuacao do JEV. Essa
mutacéo inibe a disseminacédo do virus célula a célula e explica o fenétipo de placas
pequenas no teste de titulacdo de virus (ZHAO et al., 2005). Substituicbes de um
Gnico aminoacido na proteina de envelope de outros flavivirus como o JEV, na
posicdo E-52 (HASEGAWA et al., 1992); E-138 (SUMIYOSHI; TIGNOR; SHOPE,
1995); E-271 e E-336 (CECILIA; GOULD, 1991), do MVV (Murray Valey virus) E-390
(LOBIGS et al.,, 1990) da quimera tick-borne encephalitis virus (TBEV) e dengue
virus 4 (TBEV-DENV4), E-104 e E-107 (PLETNEV; BLAY; LAY, 1993),
demonstraram ter efeito consideravel sobre a viruléncia in vitro ou in vivo

(LEITMEYER et al., 1999).

Muitos pesquisadores tém comparado as sequéncias de isolados de DENV
obtidos de pacientes que apresentaram doenca grave (FHD/SCD) com outros
isolados de casos de FD. Muitos desses estudos tém identificado variacfes
geneéticas entre os isolados, mas nédo ha diferencas consistentes na sequéncia, que
correlacionem com gravidade de doenca (MANGADA; IGARASHI, 1998;
UZCATEGUI et al., 2001). Um estudo comparou a sequéncia genémica completa
de oito isolados de DENV-2 de pacientes com diferentes niveis de gravidade de

doenca em amostras provenientes de uma mesma epidemia. Os resultados
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mostraram elevada similaridade na sequéncia de nucleotideos e de aminoacidos
entre todos os isolados, com o protétipo (Nova Guiné C). Poucas substituicdes de
aminoacidos foram observadas nos diferentes genes da poliproteina, assim como
ndo houve diferencas significativas nas estruturas secundarias das regides 5' e
3'NC, entre todos os isolados virais. Foi observada uma Unica variacdo na estrutura
secundaria da regido 3'NC da amostra ThNH-7/93, relacionada a uma regido do
genoma importante na replicacdo viral (MANGADA; IGARASHI,1998). A amostra
ThNH-7/93 foi isolada de paciente com SCD e apresentou 0 maior numero de
alteracbes de aminoéacidos ao longo do genoma (tabela 3), comparado aos outros
isolados do estudo. Dentre as alteracbes de aminoacidos observadas, sete
foram observadas apenas nessa amostra e  destas, trés (NS1-
278:Gly—Asp; NS3-394:Val—Ala; NS2A-181:Leu—lle) foram também observados
em estudos anteriores (KINNEY et al.,, 1997; MANGADA; IGARASHI,1998). Em
outro estudo, Uzcategui et al. (2001) analisaram sequéncias do gene E de 34
isolados de DENV-2, de pacientes com FD e FHD, na Venezuela, entre 1997 e
2000 e comparararam com amostras de diferentes regides do mundo. Todos o0s
isolados apresentaram o aminoacido asparagina (N) na posicdo 390 do gene
que codifica para a proteina E (E-390). Essa alteracdo foi associada como
provavel determinante genético de FHD em amostras asiaticas (LEITMEYER et al.,

1999).
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Aming acid ThNH ThiNH ThiNH ThiH ThiMNH ThNH ThNH ThiNH

residue Mo? 7193 28/93 52/93 p11/93 p12/93 p14/93 p16/93 p36/93
priv 16 | | | R R H | |
81 T T T A A A T T
E 334 K R R K K e R R
NST 227 R K K K K K K K
278 G D D D D D D D
281 8] 8] D E E E 8] [
NSZa 4 v v W % M M v W
63 A T T A A A T T
94 K R R R R R R R
136 I | I I M ] I I
138 o] M N N N M N N
167 h W Y Y V V W
181 | | | L | | | |
215 N N N 5 5 5 N N
NS3 12 | M M A M it M il
18 I I I A A A I I
201 R R K R R R R K
394 A v W 0 W vV v
NS4a 3 I A A I T A A
165 L F F L L K F F
168 A ) A b ! v A A
NS4b 101 S S I 5 ‘ 5 S S
NS5 2 T T T A T T T T
196 T £ A T T T A A
337 I I I M [\E M I I
12 I | I W v I I
637 v A ) W) W v A A
7m N M M N N 5 il N
723 v v v W it L 0
793 T T T | T T T T

Tabela 3- Resumo das diferencas nas sequéncias de aminoacidos entre todos 0s oito DENV-2
isolados: O ndmero de residuos de aminoéacidos corresponde a posi¢do nas respectivas proteinas. A
amostraThNH-7/93 corresponde a SCD.

Fonte: Mangada & lgarashi, 1998.

Inidmeros estudos tém sugerido que a sequéncia e as estruturas secundarias
das regides 5 e 3'NC dos flavivirus desempenham funcbes importantes na
replicacéo viral e que diferencas nessas regioes entre linhagens podem influenciar a
viruléncia da linhagem viral (LEITMEYER et al., 1999; COLOGNA; RICO-HESSE,
2003). Silva et al. (2008) descreveram a analise das regides 3’ € 5'NC de 15 isolados
recentes de DENV-3, gendétipo lll, representando duas regifes geograficas
diferentes. Estas incluem oito isolados das Américas e do Caribe e sete do Sri
Lanka. Os isolados do Sri Lanka, sequenciados naquele estudo, representaram dois
subgrupos genéticos diferentes (A e B), dentro do gendtipo Ill do DENV-3. O grupo

A, compreende amostras do periodo anterior e o grupo B, posterior a emergéncia da
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FHD em 1989, no Sri Lanka. As sequéncias de nucleotideo da regido 5'NC de todos
os isolados de DENV-3, gendtipo lll, mostraram-se altamente conservadas. A
analise da sequéncia completa da regido 3'NC, de 15 amostras de DENV-3,
genotipo 1l revelou que todos os isolados continham uma insercdo de 11
nucleotideos apés o0 codigo de terminacdo, quando comparado a amostra
protétipo, D3-H87 (figura 9). Essa insercdo, previamente descrita, parece ser um
aspecto comum de todos os DENV-3, gendétipo lll, isolados das regibes da
América Latina/Caribe e Sri Lanka, dando apoio a origem no Sri Lanka, das
amostras circulantes nas Américas (SILVA et al., 2008). Os trés isolados do Sri
Lanka DENV-3, gendtipo Il (grupo A), compartiiham de completa identidade de
sequéncia na regido 3'NC. A comparacado da sequéncia de isolados do grupo A e B
identificou trés diferencas nas posi¢cdes: nucleotideo (nt) 10.274 (Gly—Ala), nt
10.307 (Thr—Cys) e 10.436 (Ala—Gly). As variantes do grupo A foram
endémicas no Sri Lanka antes de 1989 e foram associadas com baixa incidéncia
de FHD, ao passo que as variantes do grupo B foram associadas com epidemia de
casos graves de FHD (MESSER et al., 2003). Delecdes e modificagcdes na regiao
3'NC tém sido implicadas com mudancas na estrutura secundaria do RNA dos
DENV e com a atenuagdo da viruléncia dos virus (LEITMEYER et al., 1999;

COLOGNA; RICO-HESSE, 2003; CLYDE; KYLE; HARRIS, 2006).
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B5SriLan
B3sriLan2
B9SriLan2
97sriLanl
93sriLanl
89sriLanl
Srilanl2éé
98Nicara3

5
D3Mart1706
D3Mart2012
D3Mart2023
D3Mart2336
D3-HBT
DENV3-III

B5SriLan

B3SriLan2
B9SriLan2
975riLanl
938riLanl
B95riLanl

Srilanliéé
98Nicaral
98Nicaral

D3Mart1234
D3Mart1567
D3Mart1706
D3Mart2012
D3Mart2023
D3Mart2336
D3-HB7 - -
DENV3-III : GAAGAAGTCA GGCCCCARAAG CCACGGTTTG AGCAAACCGT GCTGCCTGTA GCTCCGTCGT GGGGACGTAA AACCTGGGAG GCTGCAAACT GTGGAAGCTG :

Figura 9- Alinhamento da seqiiéncia de nucleotideos da regidao 3’NC, de 15 amostras de DENV-
3, gendtipo 1l todos os isolados apresentam a insercdo de 11 nucleotideos (regido em cinza) apos o
cédigo de terminacao, quando comparado a amostra protétipo, D3-H87.

Fonte: Silva, et al., 2008.

5.0 DISCUSSAO E CONCLUSAO

Muito se tem avancado no estudo dos genomas virais, no sentido de entender
a associacao de alteracdes de sequéncias ao longo do genoma que possam estar
associadas a manifestagbes clinicas mais graves. Apesar do avango no
conhecimento da estrutura viral assim como da dinamica da biologia do virus da
dengue, a patogenia continua sendo um grande desafio, principalmente devido a
interposicdo de fatores virais e do hospedeiro. Casos de infeccdo prévia, idade,

sorotipo, gendtipo viral infectante e a genética do hospedeiro tém sido implicados no
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desencadeamento das formas graves da doenca: a febre hemorragica do dengue

(FHD) e a sindrome do choque do dengue (SCD) (CLYDE; KYLE; HARRIS, 2006).

Estudos sobre evolugéo e biologia molecular de DENV tém demonstrado a
ocorréncia de diferentes genétipos dentro de cada sorotipo do virus da
dengue (LANCIOTTI; GUBLER; TRENT, 1997). Por isso, a caracterizacdo genética
dos DENV tem se tornado importante para o entendimento dos padrdes de epidemia
e da disseminacgédo viral. O aumento da transmissédo do virus nos ultimos 50 anos
tem possivelmente aumentado seu potencial adaptativo, resultando em genotipos
mais virulentos que podem estar associados a FHD/SCD (MESSER et al., 2003;

RICO-HESSE et al., 1997).

Embora o papel das variacdes genéticas virais esteja relacionado, ha alguns
anos, com a gravidade da doenca, somente com a aplicacdo combinada de estudos
sobre a evolucdo do virus, de dados epidemioldgicos, juntamente com o
desenvolvimento dos estudos filogenéticos com a posterior construcdo de arvores
evolutivas, € que indicaram que genoétipos especificos dentro de um mesmo
sorotipo, podem estar associados a menor ou maior severidade da doenca (RICO-

HESSE, 2007).

Como exemplo da importancia de tal conjunto de aplicagfes, estudos de
filogeografia e historia evolucionaria do DENV-3 estimam que este sorotipo tenha
sido originado em torno do ano 1890, e a emergéncia da diversidade observada
atualmente, para os principais genotipos do DENV-3, tem sido inferida para a

metade de 1960 e 1970, coincidindo com o aumento populacional, a urbanizagéo, os
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movimentos de pessoas e com a descricdo do primeiro caso de FHD na Asia

(ARAUJO et al., 2009).

Com isso, é possivel que a patogénese da dengue seja o resultado da
atividade coesiva de inUmeros pontos além de fatores imunoldgicos do hospedeiro.
As substituicdes de aminodcidos dentro de regifes codificadoras, que possam
interferir na antigenicidade ou ligagéo celular e as mudancas de nucleotideos dentro
das regibes ndo-codificadoras, podem interferir na estrutura secundaria e assim a
replicacdo pode ser o determinante viral de doenca grave em humanos

(LEITMEYER et al., 1999).

Diante dos estudos ja realizados as diferencas entre as sequéncias genéticas
dos 4 sorotipos do virus dengue, juntamente com a susceptibilidade do hospedeiro e
fatores ambientais, estdo entre os fatores associados a patogenicidade da dengue.
Assim, dentre estes, a analise das variacdes nas sequéncias genéticas dos
sorotipos sdo de grande importancia, pois ajudam a identificar regides do genoma

viral que poderiam estar relacionadas diretamente com a viruléncia.
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