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| RESUMO

O Dengue virus (DENV), pertence a familia Flaviviridae, que compreendem virus de
RNA genbmico, fita simples de senso positivo, envelopado, transmitidos por vetores
artropodes. O DENV pode causar desde uma doenca branda, denominada febre do
dengue (FD), a quadros mais graves com manifestacbes hemorragicas (FHD).
Atividades humanas como: transporte de animais, circulagdo de pessoas,
reflorestamento e outros, sédo fatores que contribuem para a emergéncia da dengue
e outras arboviroses. O ciclo ecolégico do DENV € complexo e ainda nao
completamente elucidado. O DENV circula na Asia e nas Américas através da
transmissdo ao homem pelo vetor artropode do género Aedes. Na Africa, ocorre
predominantemente a circulacdo silvestre do DENV. Nas Ameéricas, animais
silvestres ndo tém papel confirmado no ciclo da dengue. Recentes estudos sugerem
um possivel ciclo de amplificacdo secundario envolvendo outros mamiferos nao
primatas, como roedores, marsupiais e morcegos. Mas a questdo se esses
mamiferos mantém o DENV em um ciclo enzo6tico e desempenham um papel na
sua re-emergéncia para a populacdo humana ainda ndo estd bem esclarecida.
Assim, este trabalho tem como objetivo avaliar e discutir a relevancia de achados
epidemiologicos, que consistem na deteccdo de genoma viral e anticorpos
neutralizantes contra DENV em 6rgdo ou soro de animais silvestres na regido da
Guiana Francesa (GF) e em morcegos no México e anticorpos neutralizantes em
morcegos na Costa Rica e Equador, na manutencdo do DENV e possiveis
reservatérios naturais. A baixa similaridade entre amostras de DENV-1 isoladas de
animais silvestres na GF e amostras de DENV-1 endémicas em humanos na mesma
regido, sugerem uma circulacéo silvestre do DENV na regido. Amostras de DENV-2
isoladas de animais na GF parecem estar associadas a possiveis hospedeiros-
reservatérios ndo humanos e podem estar relacionadas a um ciclo silvestre na
regido. Porém, estudos adicionais precisam ser conduzidos para que se possa
caracterizar a manutencdo do DENV através de um reservatorio mamifero néo
humano, e ndo uma infec¢cdo ocasional da fauna silvestre. Amostras de DENV-3
isoladas na GF parecem estar relacionada a uma circulacdo viral na regido em
hospedeiros-reservatorios silvestres durante periodos inter-epidémicos. Um forte
indicio para isso € também a grande similaridade entre amostras isoladas de animais

silvestres com amostras isoladas de mosquitos (99,1-99,7% de nt e 99-100% de aa).



A identidade de 100% entre amostras de DENV detectadas na mesma espécie
animal em periodos distintos sugere a participacado desta espécie na circulacdo do
DENV. Testes sorolégicos e moleculares realizados em morcegos no México, e a
presenca de anticorpos neutralizantes em morcegos na Costa Rica e Equador
apesar de inconclusivos para ocorréncia de uma infeccdo ativa e possivel
participacdo de animais silvestres no ciclo do DEVN, representam fortes indicios
para tal afirmacdo. Os dados aqui apresentados ndo respondem a todas as
perguntas acerca do possivel ciclo silvestre do DENV na Ameérica, tdo pouco a
participacdo destes animais como reservatorios. Para isso novas pesquisas devem
ser conduzidas no intuito de se conhecer melhor o ciclo de multiplicagdo do DENV
nos diversos ambientes, para que possamos tracar a melhor estratégia

epidemioldgica contra ele.



I ABSTRACT

Dengue virus belongs to the Flaviviridae family, which comprises genomic RNA virus,
single stranded negative sense, enveloped, viruses vectored by arthropods. DENV
can cause a mild disease, named dengue fever (DF), until severe disease with
bleeding, named dengue hemorrhagic fever (DHF). Human activities like: animals
traffic, people circulation, reforestation and others, are factors that contribute to
DENV and other arboviruses emergence. The ecological cycle of DENV is complex
and not completely understood. DENV circulates in Asia and Americas vectored to
humans by the vector of Aedes genus. In Africa, occurs predominantly DENV wild
circulation. In Americas, wild animals have no confirmed role in DENV cycle. Recent
studies suggest a possible secondary cycle of amplification involving mammalian
non-primates such as rodents, marsupials and bats. But, if those animals keep the
DENV in an enzootic cycle and it plays a role in DENV emergence is not well
elucidated. Thus, this study aims to assess and discuss the relevance of
epidemiological findings, involving the detection of viral genome and neutralizing
antibodies against DENV, in organs or serum of wild animals in the region of French
Guiana (GF) and in Mexican bats, besides neutralizing antibodies in bats of Costa
Rica and Ecuador, in the maintenance of DENV and possible natural reservoirs. The
low similarity between samples of DENV-1 isolated from wild animals in the GF and
samples of DENV-1 endemic in humans in the same region, suggest a wild
movement of DENV in the region. DENV-2 isolated from animals in the GF seems to
be associated with possible non-human host reservoirs and may be related to a
sylvatic cycle in the region. However, further studies should be conducted so that we
can characterize the maintenance of DENV reservoir through a non-human mammal,
not just an occasional infection from wildlife. DENV-3 isolated in GF looks to be
related to a regional virus circulation in a wild host-reservoir during inter-epidemic
periods. A strong clue to this is also the great similarity between samples isolated
from wild animals with samples isolated from mosquitoes (99,1-99,7% of nt and 99-
100% of aa). One hundred percent of identity between DENV detected in the same
animal species in different periods suggests the involvement of this species in the
circulation of DENV. Serological and molecular tests performed on Mexican bats, and
neutralizing antibodies found in bats from Costa Rica and Ecuador, although

inconclusive for the occurrence of an active infection and possible role of wild



animals in the DENV cycle, represent strong evidence for this assertion. The data
presented here do not respond all the questions about the possible DENV sylvatic
cycle in America, or the wild animal’s role as a natural reservoir of DENV. For this,
new research should be conducted in order to better understand the DENV
replication cycle in different environments, so we can trace the best epidemiological
strategy against it.
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1. INTRODUCAO

Os virus sdo agentes infecciosos intracelulares, parasitas dos organismos vivos. Sao
capazes de subverter a maquinaria biossintética da célula hospedeira a fim de gerar
um ambiente intracelular favoravel a sua multiplicacdo. Contudo, 0s organismos
possuem mecanismos para identificar uma infeccdo e combate-la. A resolucdo deste
processo dependera da viruléncia do agente infeccioso e do estado imunolégico do
hospedeiro, podendo evoluir ou ndo para a doenca. Estes agentes tém sido
amplamente estudados devido aos impactos causado por eles na saude publica e na
economia, uma vez que podem afetar populacdes animais e vegetais (Arnold et al.,
2007).

Estudos ao longo dos anos, nos permitiram compreender alguns dos mecanismos
virais e anti-virais existentes. Entretanto, os virus possuem uma grande capacidade
de evadir as defesas do hospedeiro, isto devido a simplicidade de sua estrutura
gendmica, e constantes mutagdes. Este fato, aliado a fatores ambientais, sociais,
alimentacao, politicas publicas, comportamentais (sexo, drogas, viagens) e cuidados
com a saude (imunossupressao, antibiéticos), tem contribuido para a emergéncia e
re-emergéncia de doencas graves como, por exemplo, doencas zoonéticas
(hantaviroses e arenaviroses) e arboviroses como febre amarela, encefalite eqtina

venezuelana e dengue (Clarence, 2007).

Os virus, por serem organismos intracelulares obrigatorios, evoluem a medida que
todos os organismos evoluem, resultando em uma co-evolugdo dependente.
Acredita-se que 0s virus surgiram ao mesmo tempo em que 0S primeiros organismos
celulares, e desde entdo vem evoluindo em conjunto. Neste contexto, 0s virus
emergentes que acometem 0s humanos geralmente possuem um hospedeiro-
reservatério ndo-humano (Esteban, 2007). Muitos virus tém tido seus reservatorios
naturais caracterizados, como é o caso do Marburg virus, que em 2007 foi
descoberto que o morcego Rousettus aegyptiacus nativo do Gab&o, na Africa, era
seu reservatério natural (Jonathan et al., 2007). Estes achados nos ajudam a

entender melhor a ecologia e epidemiologia dos virus.

Acreditava-se que o Dengue virus (DENV), diferente da maioria dos Arbovirus, n&o
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possuia um ciclo silvestre nas Américas. Este ciclo era admitido apenas na Africa,
Asia e possivelmente nas Filipinas (Fagbami et al., 1977; Inoue et al., 2003). Porem,
estudos sorologicos e moleculares sugerem um possivel ciclo de amplificacdo
secundaria envolvendo outros mamiferos ndo primatas, como roedores, marsupiais
e morcegos (de Thoisy et al., 2009; Aguilar-Setién et al., 2008; de Thoisy et al.,
2004; Platt et al., 2000; Eryu Manga et al., 2000).

A circulacdo silvestre do DENV no oeste africano € comum, onde sao isolados
DENV-1 e DENV-2 de macacos e de mosquitos do género Aedes. Estas amostras
isoladas séo distintas dos virus circulantes entre humanos, sugerindo um ciclo
endémico no ambiente silvestre. No Sri Lanka, pesquisadores evidenciaram um
surto epizootico de DENV infectando a espécie primata Macaca sinica, levantando a
discussao sobre a possivel existéncia de um reservatorio silvestre do DENV (Silva et
al., 1999).

No entanto, nenhuma associacdo foi feita entre os achados sorolégicos e
moleculares de DENV em animais silvestres, e uma possivel circulacao silvestre de
DENV no continente Americano, bem como a possivel existéncia de reservatorios
naturais do DENV.

2. OBJETIVO

Contudo, o objetivo deste trabalho foi comparar sequéncias gendémicas, depositadas
no Genbank, de amostras detectadas em animais silvestres com amostras humanas
brasileiras e de outras regides da América, Africa e Asia, a fim de associa-las a um
possivel ciclo de transmissdo silvestre, bem como a possiveis hospedeiros-

reservatorios silvestres do DENV.

3. METODOLOGIA

Um estudo filogenético foi realizado para avaliar a relacdo entre amostras de DENV
detectadas em animais silvestres na Guiana Francesa no ano de 2006 e 2007 com

amostras de DENV relacionadas a diferentes manifestacdes clinicas da doenca
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oriundas do Estado de Minas Gerais e do Piaui e amostras detectadas em
mosquitos coletados em Minas Gerais. As amostras de DENV detectadas em
animais silvestres, soro de pacientes no Brasil e mosquitos estdo descritas na
TABELA 1. As amostras de DENV detectadas em animais silvestres foram
caracterizadas por de Thoisy et al., 2009. As amostras de DENV detectadas em
mosquito e soro de humanos foram identificadas pelo Laboratério de Virus da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).

As sequéncias de nucleotideos das amostras descritas na TABELA 1, referentes a
regido génica C-prM do DENV, foram alinhadas entre si, com amostras do mesmo
sorotipo. Em todos os alinhamentos foram calculadas as taxas de similaridade entre
as amostras pelo programa LALING. Foi feito um estudo filogenético empregando as
amostras de DENV descritas na TABELA 2, e outras amostras originarias do Brasil,
de diferentes localidades da América e da Asia.

Sorotipo N° de identificacdo Origem da amostra/ano GenBank

DENV-1 D1 C0558 — Morcego Guiana Francesa /2007 EU518594
DENV-1 D1 BH-4/FD Belo Horizonte/MG -
DENV-1 D1 BH-9/FHD Belo Horizonte/MG -
DENV-1 D1 BR/97-233 Brasil/1997 -
DENV-1 D1 BR/01-MR Brasil/2001 -
DENV-1 D1 BR/97-111 Brasil/1997 -
DENV-2 D2 B1032 - Marsupial  Guiana Francesa /2006 EU518601
DENV-2 D2 B1015 - Marsupial  Guiana Francesa /2006 EU518602
DENV-2 D2 B1010 - Marsupial  Guiana Francesa /2006 EU518603
DENV-2 D2 B1004 — Marsupial  Guiana Francesa /2006 EU518604
DENV-2 D2 PI-55/2006 Piaui/ 2006 -
DENV-2 D2 PI-58/2006 Piaui/ 2006 -
DENV-2 D2 PI-59/2006 Piaui/ 2006 -
DENV-2 D2 PI-62/2006 Piaui/ 2006 -
DENV-2 D2 PI-82/2006 Piaui/ 2006 -
DENV-2 D2 PI-92/2006 Piaui/ 2006 -
DENV-2 D2 PI-100/2006 Piaui/ 2006 -
DENV-2 D2 PI-111/2006 Piaui/ 2006 -

DENV-2 D2 Brasil/2006
DENV-2 D2 Brasil/1998

Rio de Janeiro/2006 -
Rio de Janeiro/1998 -
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DENV-3
DENV-3
DENV-3
DENV-3
DENV-3
DENV-3
DENV-3
DENV-3
DENV-3
DENV-3
DENV-3
DENV-3
DENV-3
DENV-3
DENV-3
DENV-3
DENV-3
DENV-3
DENV-3

D3 C1034 — Marsupial
D3 B1018 — Marsupial

D3 B1106 — Roedor
D3 - B1106 — Roedor

D3 Mosquito fémea -14
D3 Mosquito macho - 1

D3 Larva BH-11

D3 Mosquito fémea - 15
D3 Mosquito fémea -17

D3 MG-20 FHD
D3 MG-27
D3 MG-21
D3 BH- 16
D3 BH-19
D3 BH-22
D3 BH-24
D3 BH-25
D3 Brasil/2002
D3 Brasil-PI-80

Guiana Francesa/2007
Guiana Francesa/2006
Guiana Francesa/2006
Guiana Francesa/2006
Belo Horizonte/2005
Belo Horizonte/2006
Belo Horizonte/2006
Belo Horizonte/2006
Belo Horizonte/2006
Minas Gerais/2002
Minas Gerais/2002
Minas Gerais/2003
Belo Horizonte/2003
Belo Horizonte/2003
Belo Horizonte/2004
Belo Horizonte/2003
Belo Horizonte/2003
Brasil/2002

Piaui/2006

EU518598
EU518599
EU518600
EU518600

EF428572
EF428573
EF428568
EF428575
EF428574
EF428571
EF428570
EF428569
AY679147

Tabela 2: Amostras de DENV detectadas em animais silvestres, soro humano e mosquitos usados

neste estudo. Fonte: Thoisy et al., 2009; Figueiredo et al., 2008)

O alinhamento das sequéncias de nucleotideos das amostras, bem como a

construcdo das arvores filogenéticas foram feitas utilizando o programa MEGA 4.1. A

filogenia foi estabelecida pelo método de “Neighbor joining” utilizando o modelo de

substituicdes de nt de Tamura—Nei implementado no programa MEGA 4.1.

As

tabelas de similaridade de nucleotideos e aminoacidos foram construidas utilizando-

se sequéncias de nucleotideos obtidas no Genbank e comparadas utilizando a

plataforma LALIGN (site: http://www.ch.embnet.org/software/LALIGN_form.html).
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4. REVISAO DE BIBLIOGRAFIA

4.1 ARBOVIRUS

O termo arbovirus é uma contragdo do termo arthropod-borne virus (virus
transmitidos por artropodes). Trata-se de um termo sem importancia taxondémica,
sendo um termo ecoldgico usado para classificar os virus que requerem um
artropode hematéfago para a transmissdo entre hospedeiros. (WHO, 1985).
Segundo Organizacdo Mundial da Saude (OMS) os arbovirus sdo mantidos na
natureza pela transmissdo bioldgica entre hospedeiros vertebrados suscetiveis e
artropodes hematoéfagos (Figura 1), ou por transmissdo transovariana e

possivelmente venérea em artrépodes.

Figura 1 — Vetores artrépodes. a) Aedes aegypti; b) Carrapatos; ¢) mosquito pélvora; d)
mosquito Culex. Doencgas veiculadas por mosquitos: encefalite japonesa, Oeste do Nilo,
dengue, febre amarela, encefalites St. Louis, equinas Leste, Oeste, Venezuelana; doengas
veiculadas por carrapato: febre da criméia-congo; doenca veiculada por mosquito poélvora:
febre da sandlfly siciliana, febre do Vale Rift.

Existem 538 virus registrados no catalogo internacional de arbovirus; 218 (40%) séo
conhecidos ou provaveis arbovirus. Os demais 287(54%) sé&o listados como
possiveis arbovirus e 33 (6%) sédo listados como definitivamente ou provavelmente
nao sendo arbovirus. Dos 538 virus registrados, 134 estdo envolvidos em casos
documentados de doencas em humanos (Gubler, 2001).

O grupo dos arbovirus é bastante diverso, representado por oito familias e quatorze
géneros. Existem alguns virus classificados como arbovirus que ainda ndo foram

classificados taxonomicamente. A grande maioria dos arbovirus pertence a familia
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Bunyaviridae, com cerca de 248 virus. Os virus desta familia, juntamente com
agueles pertencentes as familias Flaviviridae e Togaviridae, sdo 0s mais importantes

patdgenos da perspectiva da saude publica (Gubler, 2001).

Durante as ultimas décadas varios arbovirus patogénicos, tanto para o humano
guanto para os animais, tém emergido e causado epidemias em todo o mundo,
principalmente em regides tropicais, mas também na América do Norte, Europa e
Peninsula Arabica. Esta emergéncia pode ser atribuida aos impactos da mudanca
do clima, niveis locais de desenvolvimento sécio-econémico, transporte de pessoas
e transportacdo comercial, urbanizagéo, desmatamentos, aumento da densidade de
populacdes humanas, animais e de artropodes, atividades politicas e militares
(Gould & Higgs, 2009).

Os arbovirus possuem uma grande distribuicdo geografica, que € definida por
pardmetros ecologicos que envolvem seus ciclos de multiplicacdo. Importantes
fatores como temperatura, umidade e tipo de vegetacédo influenciam a distribuicéo
dos vetores artrépodes e hospedeiros vertebrados requeridos para a manutencgao
viral. A maioria dos arbovirus possui um ciclo silvestre envolvendo um hospedeiro
primério vertebrado ndo humano, e um vetor primério artrépode, normalmente sendo
um mosquito ou carrapato. Este ciclo ndo é detectado até que ocorra uma mudanca
no meio ambiente que permita ao virus migrar para um vetor ou hospedeiro
secundario (Gubler, 2001; Figueiredo, 2007).

As mais importantes doencas causadas por virus das principais familias dos
arbovirus sdo: Togaviridae (ex: encefalites equinas Leste, Oeste e Venezuelana),
Bunyaviridae (ex: febre da sandfly (mosquito polvora), febre do Vale Rift, febre
hemorragica da Criméia-Congo) e Flaviviridae (ex: febre amarela, febre do dengue,

encefalite japonesa) (Gubler, 2001).
4.1.1 Espectro de hospedeiros
Muitas pandemias tém sido atribuidas a capacidade de muitos virus de alterar seu

espectro de hospedeiro. Agentes infecciosos que infectam mais de uma espécie de

hospedeiros sdo ubiquos. No caso dos arbovirus, este espectro é grande, sendo
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requerido primariamente aves, e uma grande variedade de mamiferos, incluindo
primatas, roedores e humanos. Hospedeiros secundéarios conhecidos sdo: humanos,

suinos e equinos (Weaver et al., 2004; Haydon, 2002).

A maioria das infecgBes por arbovirus séo assintométicas, ou desenvolvem sintomas
prodrémicos. Porém, alguns alphavirus e flavivirus causam doencas graves em
humanos causando doencas que acometem o sistema nervoso central, podendo

levar a morte (Weaver et al., 2004).

Chikungunya virus (CHIKV), membro do género Alphavirus da familia Togaviridae, é
responsavel pela maioria dos surtos de artralgia febril em humanos. O Rift Valley
fever virus (RVFV), membro do género Phlebovirus da familia Bunyaviridae, causa
doenca grave com altas taxas de aborto e mortalidade na pecuaria. Doencas em
humanos provocadas por RVFV s&o raras, mas ocorrem sintomas graves (Weaver et
al., 2004). O Bluetongue virus (BTV), pertencente ao género Orbivirus da familia
Reoviridae, é um virus de grande importancia econémica acometendo ovinos,
bovinos e caprinos. O West Nile virus (WNV), membro do género Flavivirus da
familia Flaviviridae, € um virus de grande importancia para a saude publica, sendo
associado a doencas neurolégicas em humanos, como encefalite e meningite,

encefalite em equinos e morte de aves (Komar et al., 2003).

O DENV é considerado por muitos pesquisadores o mais importante arbovirus
patogénico para o homem. Alem disso, estudos sobre a ecologia do DENV em
ambientes silvestres do Oeste da Africa e Malasia demonstram que o DENV esta
associado também a um ciclo de transmissdo envolvendo primatas ndo humanos
como hospedeiros-reservatérios. Sabe-se também que o DENV é capaz de infectar
outros mamiferos ndo primatas (Scott et al., 2004; de Thoisy et al., 2009).

4.1.2 Emergéncia de arboviroses
Novos virus estdo sendo frequentemente descobertos. Porém, o maior problema
para a saude humana, desde meados do século XX, tem sido o ressurgimento de

doencas que se pensavam estarem controladas, como por exemplo, a febre do

dengue (FD) e febre hemorragica do Dengue (FHD), febre amarela, encefalite
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japonesa e infecgdes pelo WNV (Gubler, 2001).

As razbes para a drastica emergéncia de doencgas provocadas por arbovirus sao
complexas e ainda ndo completamente esclarecidas. Os arbovirus desenvolveram
uma seérie de estratégia de sobrevivéncia as mudancas ambientais. A transmissao
destes virus entre invertebrados e vertebrados resulta em pressfes seletivas no
processo evolutivo e de dispersao, refletindo em suas relagdes filogenéticas, mas
este € um mecanismo complexo e ainda ndo completamente elucidado (Gould et al.,
2006; Gubler, 2001).

Altas taxas de transmissdo, associadas a atividade epidémica, e transmissao por
diferentes vetores e hospedeiros vertebrados, em novas areas geograficas pode
resultar em pressoes seletivas que levam a mudancas genéticas no patdgeno. Estas
novas amostras virais podem ter sua viruléncia e potencial epidémico aumentados
(Gubler, 2001).

O Venezuelan equine encephalitis virus (VEEV) e o Japanese encephalitis virus
(JEV) causam epidemias adaptando-se a animais domeésticos e utilizando-os como
hospedeiros, onde promovem a amplificacéo viral (Scott et al., 2004). O Yellow fever
virus (YFV) circula entre simios e mosquitos do género Aedes e Hemagogus ssp nas
florestas e regides de savana na Africa e na América do Sul. Na Africa, primatas néo
humanos apresentam uma infeccdo assintomatica apos infeccdo com YFV,
possivelmente pela adaptacdo destes hospedeiros ao virus. Entretanto, epidemias
de febre amarela ocorrem nessa regido devido a emergéncia esporadica do virus
vindo das florestas e savanas, sendo introduzido nas areas rurais e urbanas. Nas
florestas americanas, macacos moribundos séo frequentemente encontrados pouco
antes do inicio de epidemias de YFV, indicando uma recente introducdo do virus em

determinadas regifes (Gould et al., 2006).

Durante os ultimos 50 anos a prevaléncia do DENV na populacdo humana vem
aumentando exponencialmente, tornando-o o mais importante arbovirus emergente
no ponto de vista da saude humana. Aproximadamente 2,500 milhdes de pessoas
(40% da populacdo mundial) estdo sob risco de infeccdo. Cerca de 50 milhdes de

casos sao reportados em todo o mundo a cada ano (Scott et al., 2004) com cerca de

18



500,000 casos de FHD e 22,000 mortes, a maioria entre criancas (CDC, 2009).

4.2 FAMILIA Flaviviridae

A familia Flaviviridae (do latim flavus, que significa amarelo), consiste de uma familia
de virus transmitidos por vetores artropodes. Esta familia € formada pelos géneros
Flavivirus, Pestivirus e Hepacivirus. Os virus da familia Flaviviridae apresentam
semelhancas morfolégicas, de organizacdo gendmica e de estratégia de
multiplicacdo. Porem, virus de géneros diferentes dentro da familia Flaviviridae
apresentam diversidade quanto a propriedades biolégicas bem como auséncia de

reatividade soroldgica cruzada (Lindenbach et al., 2007).

De acordo com Comité Internacional de taxonomia de virus, os virus da familia
Flaviviridae sdo constituidos por nucleocapsideo e envelope. Os virus sédo de
esféricos a pleomorficos, medindo entre 40-60 nm de diametro. Apresentam
pequenas projecdes superficiais denominadas espiculas. O nucleo é isométrico com
diametro de 25-30 nm. Possuem um segmento gendmico de fita simples, polaridade
positiva e ndo segmentado. O genoma completo varia entre 9,500-12,500
nucleotideos. A regido terminal 5° do genoma possui nucleotideo CAP metilado, ou
proteina VPg ligada ao genoma. A regido terminal 3" ndo possui cauda poli A, com
excecao de algumas amostras de Flavivirus pertencentes ao complexo encefalite
transmitido por carrapatos. O genoma codifica para 3 a 4 proteinas estruturais e
outras ndo estruturais. Lipideos estdo presentes localizados no envelope (15-20%
do peso do virus) (ICTVdB, 2006).

Varias doencas humanas e animais estdo associadas a virus da familia Flaviviridae.
Cerca de 120 milhdes de pessoas sao infectadas com o virus da Hepatite C (género
Hepacivirus) em todo o mundo. Estes individuos apresentam risco de desenvolver
cirrose, carcinoma hepato-celular e doencas extra-hepéticas. Os virus pertencentes
ao género Pestivirus sdo patdégenos de animais e possuem um grande impacto
comercial na industria agropecuaria. Os virus do género Flavivirus compreendem
agentes de doencas veiculadas por vetores. Muitos destes sao re-emergentes, se
dispersando para novos ambientes, provocando epidemias com altas taxas de

morbidade e mortalidade nos individuos acometidos (Catherine, 2008). O

19



significativo aumento dos virus do género Flavivirus como patégeno humano e
animal enfatizam a necessidade de mais estudos acerca destes virus (Lindenbach et
al., 2007).

4.3 GENERO Flavivirus

Os virus do género Flavivirus séo classificados como arbovirus do grupo B. O
género Flavivirus inclui arbovirus transmitidos por mosquitos ou carrapatos,
acometendo humanos e animais. Este género contém 78 espécies virais, dos quais
39 sao transmitidos por mosquitos, 21 sao transmitidos por carrapatos, 16 né&o
possuem vetor conhecido e 2 ainda aguardam por aceitacdo de inclusdo no género
(ICTVdB, 2006). Os flavivirus apresentam RNA fita simples, senso positivo, como
todos os outros virus da familia Flaviviridae, com genoma de aproximadamente 11
Kb. O RNA gendmico representa o Uunico RNA mensageiro em células infectadas
pelo virus e codifica uma Unica poliproteina, que sofre clivagens pés traducionais
para formar 3 proteinas estruturais e 7 ndo estruturais, tendo a proteina de envelope

E como a mais antigenicamente importante (Mackenzie et al., 2004).

A dificuldade encontrada na classificacdo dos virus do género Flavivirus
parcialmente deriva-se da extensiva distribuicdo geografica, grande diversidade dos
vetores e hospedeiros associados com a transmissao bioldgica desses virus.
Embora todos os virus do género Flavivirus sejam sorologicamente relacionados,
eles podem também formar grupos distintos, dos quais 0s mais importantes sdo o
grupo soroldgico do dengue, o grupo sorolégico da encefalite japonesa e o menos
coesivo grupo soroldgico do virus da febre amarela (Mackenzie et al., 2004; Kuno et
al., 1998).

A origem dos virus do género Flavivirus tem sido investigada pela extensiva anélise
de sequéncias genbmicas calculando as taxas de substituicdo de bases em genes
estruturais e nao estruturais conservados ou sequéncias genémicas completas. Trés
grupos distintos de virus do género Flavivirus - virus transmitidos por mosquitos,
virus transmitidos por carrapatos e virus nao associados a vetores — foram
reconhecidos baseados em dados filogenéticos e associacdo ao hospedeiro-vetor.

Hipotese envolvendo estes dados e propriedades biologicas virais apontam para
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existéncia de um ancestral comum aos virus do género Flavivirus na Africa a
aproximadamente 10.000 anos. Evidencias apontam para uma divergéncia, a partir
de amostras virais ndo transmitidas por vetores, dos virus transmitidos por
carrapatos a cerca de 3.000 anos, seguido dos virus transmitidos por mosquitos
(Mackenzie et al., 2004; Kuno et al., 1998).

Os virus transmitidos por mosquitos sdo todos encontrados no velho mundo (Africa,
Europa, Asia e ilhas adjacentes) e s&o relacionados aos mosquitos dos géneros
Aedes e Culex. Doencas hemorragicas, encefalite, doenca febril, paralisia e ictericia
sdo manifestacbes tipicas das doencas em seres humanos, apds infeccdo por
flavivirus. Em geral os virus do género Flavivirus ndo causam doencas graves em
seu hospedeiro natural. Trata-se de uma caracteristica evoluciondria para garantir a
manutencdo do virus no ambiente, por ndo matar seu hospedeiro. Apenas uma
pequena porcentagem das infec¢gdes resulta em casos mais graves (Solomon et al.,
2001). Apesar de terem suas caracteristicas bem definidas, estes virus ainda sao
imprevisiveis com aumento da gravidade das infeccGes, manifestacfes clinicas
atipicas, métodos de transmissdo inesperados e descoberta de novas espécies
(Gould et al., 2008).

Os virus pertencentes ao género Flavivirus, transmitidos por mosquitos, representam
0sS mais importantes exemplos de agentes de doencas emergentes e re-emergentes
de significancia global, e um dos primeiros exemplos documentados de como estes
virus podem se deslocar geograficamente: Durante os séculos XVIII e XIX, o virus
da febre amarela foi disseminado no continente americano, vindo da Africa,
provavelmente em navios que praticavam o trafico de escravos (Mackenzie et al.,
2004; Gould et al., 2008).

Pesquisas acerca dos reservatérios naturais de virus do género Flavivirus ndo séo
frequentemente realizadas, e poderiam contribuir para o entendimento da re-
emergéncia desses virus em regides urbanas. Em ambientes onde a presenca do
homem é limitada, os virus do género Flavivirus sdo mantidos em ciclos silvestres
envolvendo vetores artropodes e hospedeiros mamiferos diversos. de Thoisy e
colaboradores (2004) identificaram a presenca de anticorpos neutralizantes em

diversos animais silvestres da floresta amazonica na regido da Guiana Francesa.
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Estes achados podem fornecer informag6es sobre como estes virus sdo mantidos
na natureza, durante periodos inter-epidémicos, em possiveis hospedeiros-

reservatorios silvestres.

4.4 Dengue virus

O DENV é um antigo patdégeno humano. Estudos histéricos de doengas clinicas
apontam para a possibilidade de dengue durante a dinastia chinesa (ano 265-420
dc). Porém, grandes epidemias foram relatadas na Asia, Africa e América do Norte,
apenas no século XVIIl. Surtos de dengue foram registrados na Franca e Panama,
durante o século XVII (Gubler et al., 1998). O primeiro relato de epidemia aconteceu
em 1780, na Filadélfia, por Benjamim Rush e a primeira grande epidemia de febre
hemorragica do dengue (FHD) ocorreu na Filipinas em 1953 e 1954. Em 1970, tinha
se tornado a maior causa de mortes e hospitalizagdes entre criancas daquela regido
(Rigau-Pérez, 2006; Gubler et al., 1998).

A Dengue € causada por quatro sorotipos virais: Dengue virus 1 (DENV-1), Dengue
virus 2 (DENV-2), Dengue virus 3 (DENV-3) e Dengue virus 4 (DENV-4)
relacionados antigenicamente, porém geneticamente distintos. Cada sorotipo é
subdividido genotipos denominados “clusters”, que por sua vez sdo compostos por
grupos denominados “clados”. Para o DENV-1 foram descritos 5 genotipos, incluindo
um clado silvestre. Para o DENV-2 foram descritos também cinco genétipos:
silvestre, americano, cosmopolita, asiatico e asiatico-americano (Rico-Hesse, 1990;
Jennifer & Eva, 2008). O DENV-3 é dividido em 4 genotipos: | — Indonésia, Malasia,
Filipinas e llhas do Pacifico Sul; Il — Tailandia; Il — Sri Lanka, india, Africa e Samoa;
IV — Porto Rico e virus do Taiti de 1965, algumas vezes sendo referido o sorotipo V;
DENV-4 é dividido em 2 genotipos endémicos: | — Filipinas, Tailandia e Sri Lanka; e
[l — Taiti, Indonésia, llhas do Caribe, América do Sul e Central, e um silvestre
(Lanciotti et al., 1994; Lanciotti et al., 1997; Jennifer & Eva, 2008).

4.4.1 Morfologia e Genoma Viral

A particula do DENV consiste de um envelope e um nucleocapsideo. Os virus séo
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esféricos com didmetro entre 40-60 nm. Possui pequenas projecdes superficiais ao
redor de toda a particula. O nucleo é isométrico com diametro entre 25-30 nm. O
envelope viral é constituido por duas proteinas; a M (membrana) e a E (envelope). A
proteina E medeia a ligacdo e fusdo durante a penetracdo viral. A proteina M,
produzida durante a maturacdo viral, € um pequeno fragmento proteolitico do
precursor da proteina prM. O nucloecapsideo € constituido pela proteina C
(capsideo) e o genoma (RNA) viral (Figura 2) (Lindenbach & Rice, 2003;
ICTVdB/Dengue virus, 2006).

O DENV possui um genoma de 11.000 nucleotideos, constituido de uma fita Unica
de RNA polaridade positiva. Seu genoma possui uma unica janela aberta de leitura
(ORF), que codifica para uma poliproteina, que sofre processamentos co- e pos-
traducionais, para formar trés proteinas estruturais: proteina de capsideo (C),
proteina de envelope (E) e proteina de pré-membrana (prM); e sete proteinas ndo
estruturais: NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5 (Figura 3) (Aleshin et al.,
2007; Chambers et al., 2000; Gubler, 1998).

D . Proteina M

b

Proteina C

RNA polaridade positiva

Figura 2: Representagdo da estrutura da particula viral do DENV. Fonte: Sanchez, 2005 -
Modificado.
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Figura 3: Estrutura gendmica do Dengue virus: A) Organizacdo do precursor da poliproteina,
composto por uma regido 5’ nao codificadora (UTR), que apresenta um “CAP”, uma janela aberta de
leitura (ORF), uma regido terminal ndo codificadora 3'(UTR). B) As regides que codificam proteinas

estruturais (azul) e proteinas néo estruturais (verde). Fonte: Aleshin et al., 2007 — modificado).

4.4.2 Ciclo de multiplicacdo do DENV

A Proteina E medeia a ligagcdo do virus aos receptores celulares especificos
encontrados na superficie das células permissivas do hospedeiro, incluindo células
dendriticas, células B, células T, mondcitos/hepatdcitos, e células neuronais. Alguns
dos receptores celulares ja identificados sdo heparam sulfato, CD-14, receptor de
laminina de alta afinidade 37/67-kDa, GRP78/BiP e DC-SIGN (Bartenschlager &
Miller, 2008).

Apds o reconhecimento dos receptores, o DENV penetra na célula através de
endocitose mediada por receptor. O ambiente acido do endossomo promove a
trimerizacao irreversivel da proteina E, que resulta na fusdo das membranas viral e
celular. O nucleocapsideo é entdo liberado no citoplasma, ocorrendo em seguida a
dissociacdo do capsidio e 0 RNA gendmico. Segue-se a traducao e replicacdo do
genoma, e montagem das particulas virais. A traducdo do genoma ocorre no reticulo
endoplasmatico rugoso, onde uma poliproteina de aproximadamente 3400

aminoacidos (aa) € produzida. Esta € entdo clivada por uma combinacdo de

proteases celulares e virais, formando as proteinas estruturais e nao estruturais. A
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clivagem da proteina prM, que ocorre no complexo de Golgi, finaliza o processo de
maturacdo da particula viral, que é entdo liberada por exocitose (Figura 4)
(Mukhopadhyay et al., 2005).

: ()sSRNA (+)ssRNA
- s‘template Prog" ie
v
Q :..-} W Y =
(+)ssRNA V
:- gﬁﬁmic.....: -....
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Figura 4: Ciclo de multiplicagdo do DENV. Fonte: adaptado de Leyssen et al., 2000.

4.4.3 Patogénese Viral

InfecgBes por DENV normalmente resultam em doenca assintoméatica ou branda ou
em doenca febril ndo especifica, conhecida como “febre do dengue classica” (FD),
com 5-7 dias de febre, dor de cabeca, dores retro-orbitais e erupc¢des cutaneas.
Porém, uma manifestacdo mais grave, conhecida como febre hemorragica do
dengue (FHD) pode ocorrer, com manifestacbes hemorradgicas anormais,
trombocitopenia, aumento da permeabilidade vascular, e falhas circulatérias,
levando a sindrome do choque da dengue (SCD) (Rico-Hesse, 2007). Na FHD
ocorre hemorragia petequial difusa em varios 0Orgaos, alem de efusdo serosa

pericardial, pleural e cavidade peritonial. Microscopicamente, sao encontrados
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edema perivascular e perda da integridade das juncbes endoteliais. No figado,
ocorre necrose frequentemente indistinguivel das mudancas patoldgicas causadas
pelo YFV. Glébulos eosinofilicos também sédo encontrados (Rico-Hesse, 2007).

DENV esta entre os flavivirus menos neurovirulentos, apesar de ainda poder este
estar associado a manifestacbes neurologicas. FHD pode levar a edemas e
hemorragias no cérebro. O DENV pode ser isolado no cérebro, fluido cérebro-
espinhal, e producéo intrataqueal de anticorpos sugerem o cruzamento da barreira
cerebral-sanguinea. Outros locais como medula 6ssea, rins, linfonédos e pulméo

também podem ser infectados (Gubler et al., 1998).

A primeira infeccdo por um determinado sorotipo de DENV gera uma protecdo por
toda a vida do individuo. Porém, anticorpos produzidos contra um sorotipo do DENV
nao geram a protecdo contra outros sorotipos no caso de re-infeccdo. Alem disso,
acredita-se que anticorpos heterélogos potencializam os sintomas da doenca,
aumentando as chances de desenvolvimento da FHD (Hilde et al., 2009). Esta
hipétese foi baseada em indicios na Tailandia, nos anos 60. Em 85% das criancas
observadas com FHD, foram encontrados altos titulos de anticorpos com reatividade
cruzada entre os sorotipos, indicando infeccao prévia (Halstead, 2007).

As infec¢des por DENV tém como alvo primario células dendriticas. Porém, outras
células como macréfagos, mondcitos e células endoteliais também podem ser
infectadas pelo DENV. Macrofagos e mondcitos infectados pelo DENV podem ser
detectados em 6rgdos linféides, pulméo e figado (Halstead, 2007; Chen et al., 2007).
As células da linhagem monocitica/macrofagica podem agir como apresentadoras de
antigeno e secretar citocinas que participam da ativacdo das células T e producéo
de citocinas ativadoras de macrofagos. No caso de uma segunda infeccdo, essas
células produzem e segregam mediadores vasoativos aumentando a permeabilidade
vascular que conduz a hipovolemia e choque. Altos niveis de citocinas e outros
marcadores de células T ativadas, como TNFa, IFNy, receptores soliveis TNF's e
IL-2, células CD4 e IL-6, sustentam o papel das citocinas no aumento da
permeabilidade capilar (Braga et al., 2001).

Nem todas as infec¢des secundérias levam a FHD/SCD, e estas sindromes podem

ocorrer em uma infecgcéo primaria (Mcbride & Bielefeldt-ohmann, 2000). Desta forma,
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uma segunda hipétese da maior importdncia a fatores do virus para o
desenvolvimento dos sintomas mais graves. Esta hipOtese sugere que fatores
genéticos que determinam a existéncia de amostras mais virulentas dentro do
mesmo sorotipo. A primeira epidemia de FHD em Cuba, em 1981, coincidiu com a
introducdo de um novo gendétipo do DENV-2, vindo do sudeste Asiatico. Ensaios de
competicdo em células dendriticas humanas e células de mosquitos mostraram que
0 gendtipo asiatico do DENV-2 tem maior taxa de multiplicacdo e pode sobrepor o
genotipo americano na populacdo. A variagdo e mudancas genéticas, como
resultado de pressdes seletivas, levam a expressao de fenétipos de maior viruléncia
aumentando a gravidade da doenca e o potencial epidémico (Cologna et al., 2005;
Solomon & Mallewa, 2001).

Taxas de mortalidade variam de 1 a 10%, com aumento em pacientes com sintomas
hemorragicos. Altas taxas de mortalidade séo observadas também em regides com
falta de experiéncia clinica no gerenciamento de hemorragias vasculares sistémicas
(Rico-Hesse, 2007).

4.4.4 Ciclos de Transmissao

O DENV circula no meio ambiente utilizando um vetor artropode e um
hospedeiro mamifero. O DENV circula em trés possiveis ciclos, silvestre, urbano,
rural. O ciclo silvestre ocorre na Africa e em florestas chuvosas da Asia, onde o
DENV utiliza o mosquito Aedes spp como vetores e primatas ndo humanos como
hospedeiros. O ciclo urbano é reconhecido nas regides tropicais de todos os
continentes, exceto Europa. Neste ciclo o DENV utiliza o mosquito Aedes aegypti
como vetor e 0 homem como hospedeiro. No ciclo rural o DENV utiliza os mosquitos
Aedes aegypti, Aedes albopictus, Aedes polinesiensis e possivelmente o Aedes
mediovittatus como vetores e 0 homem como hospedeiro (Figura 5) (Cardosa et al.,
2009; Gubler, 1998).

Pesquisas sobre ciclo silvestre do DENV no continente americano ainda sao
discretas, com poucos dados disponiveis. Mas, recentes achados soroldgicos e
moleculares demonstram a possibilidade deste ciclo existir também no continente

americano. Se confirmado levaria a uma mudancga de perspectiva na epidemiologia
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do DENV. Alem disso, a deteccdo de DENV em animais silvestres em &reas
endémicas, apontam para a possibilidade de estes animais participarem do ciclo do
DENV ndo s6 como hospedeiros ocasionais, mas sim como reservatorios naturais

em periodos inter-epidémicos (Thoisy et al., 2004).

Floresta/Enzoodtico Rural/Epidémico Urbano/Endemico/Epidemico
Mosquito Mosguito Mosquito
Aedes - . Aedes - -7 Aedes

Primatas Transmissiao| Primatas +Humanos Tr-ansn_ussao HllmﬂllosﬁHumanos Transmissao| 9 Humanos
_ vertical ) vertical vertical )

I 2 B

Moo L M L S et
Africa = Aedes (Diceromyia) A, aegypti A, aegypti
Aedes (Stegomyia) A. afbopictus
Asia = Aedes (Finlaya) A. polynesiensis
Aedes (Stegqomyia) A. mediovittatus ?

7 Americas = Aedes Sp. ?

Figura 5 — Ciclos de transmissédo do DENV. Fonte: Adaptado de Gubler, 1998.

4.4.5 Epidemiologia

Desde 1999, a dengue tem sido incluida em programas de pesquisa e treinamento
no controle de doencas tropicais, e pesquisas sobre vacinas vém sendo
desenvolvidas por vérias instituicdes em todo o0 mundo. Pesquisas sdo direcionadas
para o desenvolvimento de uma vacina tetravalente, uma vez que estudos
epidemiolégicos mostram que anticorpos preexistentes contra um determinado

sorotipo é fator de risco para a DHF (Gubler, 1998).

Atualmente, o DENV possui uma distribuicéo global (Figura 6), com concentracdes
nas regides tropicais do sul e sudeste da Asia, Africa e muitos paises da América do
Sul e Central. Como resultado das principais mudancas demograficas, répida e
massiva urbanizacdo, viagens globais e mudangcas ambientais o mundo,

particularmente nas regides tropicais, enfrenta grandes desafios no que se refere as
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doencas infecciosas emergentes (Rico-Hesse, 2007).

Figura 6 — Distribuicdo geografica do DENV. Fonte Adaptado de Halstead, 2007.

B Areas com mfecgio recente de DENV
= Areas infestadas pelo Aedes aegypti

A OMS declarou em 2005 que a dengue consistia no principal exemplo de doenca

emergente de grande importancia para a saude publica. Isto devido ao nimero

crescente dos casos notificados em diferentes paises (Figura 7) e o aumento global

da distribuicdo da doenca.
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No Brasil, as infecgbes pelo DENV aumentaram na Ultima década, particularmente
apos 1994, como resultado da disseminacdo do Aedes aegypti. A disperséo vetorial
foi seguida da introducdo do DENV-1, DENV-2 e DENV-3 na maioria das cidades
brasileiras. Epidemias de FHD foram observadas em varios estados como
Amazonas, Minas Gerais, e Rio de Janeiro. Atualmente co-circulam no Brasil os
quatro sorotipos de DENV. Recentes amostras de DENV-4 foram identificadas no
Estado do Amazonas reafirmando, juntamente com amostras de DENV-4 isoladas
no estado de Roraima em 1982, de que este sorotipo também circula em territério

brasileiro (Figueiredo et al., 2008).

A Secretaria de Vigilancia em Saude do Ministério da Saude (SVS/MS) registrou, no
periodo de janeiro a marco de 2008, 120.413 casos de dengue classica, 647 casos
de FHD e a ocorréncia de 48 6bitos. Ao comparar com o ano de 2006, foi observado
um aumento de 136.488 casos de dengue no pais, sendo o més de marco aquele
com o maior numero de notificagcdes no periodo, correspondendo a 102.011 casos.
E importante destacar que este aumento no numero absoluto de casos esta
relacionado a ocorréncia de epidemias com altas taxas de incidéncia em alguns
Estados. Neste caso, destaca-se o ocorrido nos Estados: Mato Grosso do Sul,
Parana e Rio de Janeiro que notificaram um excedente de 59.370, 39.391 e 18.181
casos, respectivamente (SVS/MS, 2009).

No ano de 2009 a Secretaria do estado de Minas Gerais recebeu 81.989
notificacdes de casos de dengue, numero este superado em 2010 nos primeiros trés
meses do ano, com 86.189 casos notificados da doenca. O niamero de casos de
FHD notificados em 2008 foi muito superior aos seis anos anteriores, com um
numero de Obitos também elevado, apesar da baixa taxa de letalidade observada
(Tabela 1) (SEMG, 2010).
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Tabela 1: Casos notificados, confirmados e 6bitos por Febre Hemorragica do Dengue 2004-2010

ANO Casos Obitos TE.IHEI de
Confirmados |confirmados '!|Letalidade ( %)

2004 19 2 10,5

2005 17 - -

2006 15 3 20,0
2007 13 4 30.8

2008 46 B 13.0

2009 104 11 10,6

2010 31 6 19.4

Fonte: SINAN e GVA/SE/SUBVS/SES- MG

4.4.6 Amostras Silvestres do DENV

Amostras silvestres do DENV s&o ancestrais das amostras circulantes em ciclos
urbanos, que divergiram a milhares de anos atras. Porém, pouco se sabe sobre o0s
processos evolucionarios que caracterizam o DENV silvestre. De fato, entender a
extensdo e estrutura da diversidade genética do DENV silvestre sdo fundamentais
para compreender como estes virus cruzam a barreira entre espécies e emergem na

populacdo humana (Vasilakis et al., 2006).

Amostras silvestres de DENV ainda circulam entre primatas ndo humanos na Africa
e na Malasia (Cardosa et al.,, 2009; Wang et al.,, 2000), porém, nunca foram
associadas a epidemias em humanos, apesar de haver relatos de caso de FHD em
paciente na Malasia e na Nigéria envolvendo amostras de DENV-2 silvestre
(Cardosa et al., 2009; Vasilakis et al., 2008).

Amostras silvestres do DENV foram isoladas apenas na Africa (DENV-2) e na Asia
(DENV-1, DENV-2 e DENV-4). DENV-3 nunca foi isolado na Africa, porém, acredita-
se que ele esteja presente na Malasia devido a soroconversdo de macacos
sentinelas (Vasilakis et al., 2008). Recentes evidéncias sugerem que a emergéncia
do DENV-2 endémico, proveniente de amostras silvestres, ndo requer adaptacao
para se replicar eficientemente em humanos, mostrando que o potencial de re-
emergéncia do DENV-2 silvestre é alto. As manifestacbes clinicas causadas por

amostras silvestre de DENV séo indistinguiveis daquelas causadas por amostras
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endémicas (Vasilakis et al., 2007).

Recentes estudos mostram que espécies silvestres de mosquitos do género Aedes
sp, que habitam galerias de florestas proximas a vilarejos na Africa, sdo capazes de
se infectar com amostras silvestres de DENV. Estes vetores podem agir como
pontes entre o habitat silvestre e peridoméstico. A capacidade dos mosquitos Aedes
aegypti e Aedes albopictus de transmitir o DENV silvestre sem necessidade de
adaptacdo do virus ao vetor sugere uma transferéncia regular entre a floresta e
habitat humano (Vasilakis et al., 2008).

4.4.7 Possivel Reservatério do DENV

Embora muitas doencas humanas emergentes sejam mantidas em hospedeiros
reservatérios, estes reservatorios raramente sdo identificados (Haydon et al., 2002).
As amostras silvestres do DENV sdo mantidas em ciclos enzooticos envolvendo
mosquitos Aedes sp e primatas ndo humanos como hospedeiros. Porém, pouco se
sabe sobre a manutencdo de amostras endémicas ou epidémicas na natureza em
periodos inter-epidémicos. Alguns autores sugerem uma transmissdo vertical direta
ou horizontal, onde os ovos contaminados manteriam o virus e o passaria para as
geracdes seguintes. Outros sugerem uma transmissao assintomatica entre periodos
epidémicos, devido ao baixo numero de vetores, levando a uma transmissao
silenciosa. Outra possibilidade, porém mais remota, seria a sobrevivéncia da
populacdo de mosquitos infectados, 0os quais introduziriam o virus novamente na

préoxima estacao (Jennifer & Eva, 2008; Silva et al., 1999).

Vérios arbovirus utilizam um reservatdrio ndo-humano para sua manutencéo (Silva
et al., 1999). E reconhecido um ciclo silvestre de DENV, com a existéncia de
reservatorios mamiferos ndo humanos, na Asia e na Africa juntamente com um ciclo
humano. No entanto, na América ndo se reconhecia a existéncia de um ciclo
silvestre de DENV, com a participacdo de reservatorios nao-humanos, até
surgimento de estudos sorologicos em florestas americanas revelando resultados
divergentes a respeito de um possivel ciclo silvestre de DENV na América (Scott,
2001; Roberts et al., 1984; Valero et al., 2004).
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de Thoisy e colaboradores (2009) detectaram, em soros de animais capturados
durante varios periodos entre 2001 e 2007 na Guiana Francesa, RNAs virais dos
quatro sorotipos de DENV em 92 mamiferos pertencentes as ordens Rodentia (33
positivos/146 testados), Marsupialia (40/318) e Chiroptera (19/152). Estes animais
foram capturados tanto em areas peridomeésticas como em florestas, onde o contato
com o homem ¢é limitado, o que sugere uma ampla distribuicdo dessas amostras
virais. Neste trabalho foi mostrado uma grande similaridade das amostras isoladas
com outras isoladas de humanos no mesmo periodo na mesma regiao (99,2%), e
com amostras isoladas em diferentes paises da Asia e América do Sul (94,6 -100%),
incluindo amostras brasileiras. de Thoisy e colaboradores (2004) relatam
anteriormente a identificacdo de anticorpos neutralizantes para YFV, DENV e SLEV
(pertencentes ao género Flavivirus) em varios animais capturados durante um

resgate de fauna no mesmo pais durante o periodo de 1994-95.

Anticorpos neutralizantes detectados em soros de morcegos capturados em areas
endémicas da Costa Rica (12 positivos/53 testados), Equador (3/10), México (9/70)
representam um importante dado ecoldgico e epidemiolégico, e reforcam a idéia da
existéncia de um reservatorio natural do DENV em ambientes urbanos na America
do Sul (Aguilar-Setién et al., 2008; Platt et al., 2000).

Zhang e colaboradores (1998) detectaram o genoma de DENV em 20 de 35 (57%)
amostras de cérebro de morcegos que viviam em area endémica na China. Dentre
as amostras positivas para RNA viral, 16 de 20 (80%) apresentavam IgG no soro.
Estudo similar em morcegos e mosquitos em areas ndao endémicas revelou resultado

negativo.

Estudos tém demonstrado que morcegos possuem um importante papel como
hospedeiros reservatorios de varios virus que cruzam barreiras entre espécies
infectando o homem e outros mamiferos. Virus de diversas familias ja foram isolados
de morcegos, inclusive da familia Flaviviridae. Contudo, esforgos para a elucidacao
do papel epidemiolégico dos morcegos como um reservatério do virus rabico séo

mais frequentes (Calisher et al., 2006).

A origem da ordem Chiroptera data de 52 -50 milhbes de anos. Isto faz dos
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morcegos um dos primeiros mamiferos a se desenvolverem, e desde entdo sofreram
poucas modificagbes. Um longo periodo de co-especiagdo pode ter levado a
aguisicdo de respostas imunoldgica inata e adquirida em morcegos de forma a
controlar a infeccéo, e a utilizacdo viral de vias bioquimicas e receptores celulares
conservados entre mamiferos, para estabelecer uma infec¢do persistente. Este fato
poderia aumentar a capacidade de transmissdo de virus associado a morcegos para

outros mamiferos (Calisher et al., 2006).

A grande diversidade, modo de vida e ampla distribuicdo geografica de morcegos
sao fatores importantes para sua capacidade de albergar uma grande variedade de
virus. Na Franca, infeccbes com o virus da raiva tém sido associadas a migracao de
morcegos em certas regides. Este comportamento pode favorecer a dispersao de
virus entre populacdes garantir uma manutencdo eficiente do virus na natureza.
Uma vez que morcegos possuem uma associacdo com diversos virus, estes
representam um possivel alvo no estudo sobre a importancia epidemiologica de
animais silvestres no ciclo de transmissdo do DENV na América (Calisher et al.,
2006).
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5. RESULTADOS

Sequéncias de nucleotideo e aminoacidos obtidas no Genbank, referentes a juncéo
génica C-prM (419 pb), das amostras C0558-Morcego, BH-4/FD, BH-9/FHD,
BR/97-233, BR/01-MR e BR/97-111, foram submetidas a teste de similaridade de
nucleotideos (nt) e aminoacidos (aa), e foi verificado uma baixa similaridade de
nucleotideo (92.6-93.6%) e aminoacidos (95-95.7%) entre a amostra C0558-
Morcego e as demais amostras analisadas (Tabela 3). Entre as amostras BH-4/FD,
BH-9/FHD, BR/97-233, BR/01-MR e BR/97-111. de Thoisy e colaboradores em
2009 identificaram uma similaridade de 97,3% de nt entre a amostra CO558-
Morcego e a amostra DENV-1 Mochizuki, detectada em humanos no Japdo em
1943, e uma baixa similaridade com amostras de DENV-1 endémicas em humanos
na mesma regido no mesmo periodo (92,6%).

Tabela 3:. - Identidade de nucleotideos e de amino&cidos entre as amostras de DENV-1 isolada
de morcego com isolados de pacientes do Estado de Minas Gerais e outras amostras
brasileiras.

Amostras C0558 BH-4 (FD) BH-9 FHD BR/97-233 BR/01 BR/97

Morcego MR 111
CO558 - Morcego 95,7% 95% 95,7% 95% 95,7%
BH-4 (FD) 92,8% 99,3% 100% 99,3% 100%
BH-9 FHD 93,6% 97,9% 99,3% 99,3% 99,3%
BR/97-233 92,8% 99% 98,3% 99,3% 100%
BR/01-MR 92,6% 98,8% 98,3% 99,3% 99,3%
BR/97-111 92,6% 98,8% 98,1% 99,8% 99%

Os valores azuis representam as porcentagens de similaridade de aminoéacidos. Os valores
vermelhos representam a porcentagem de similaridade de nucleotideos.

A arvore filogenética (figura 8) construida a partir das sequéncias de nucleotideos,
utilizando amostras de DENV-1 de diferentes genotipos, isoladas de diferentes
localidades, revelou que a amostra de DENV-1 isolada de morcego (C0558-
Morcego) ndo se agrupa com as amostras DENV-1 brasileiras isoladas de

humanos, tdo pouco com amostras asiaticas e outras regides da América do Sul.
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Figura 8: Analise filogenética de amostras de DENV-1. Arvore construida a partir da analise da
sequéncia parcial de nucleotideos da regido génica C/prM (419 pb) de amostras isoladas de animais
silvestres, amostras brasileiras e amostras endémicas da America do Sul e Asia pertencentes ao
sorotipo 1. A filogenia foi estabelecida pelo método de “Neighbor joining” utilizando o modelo de
substituicbes de nt de Tamura—Nei implementado no programa MEGA4.1. As amostras humanas
brasileiras de D1 estdo destacadas em caixa; a amostra de D1 isolada de morcego esta sublinhada.

Nos estudos filogenéticos das amostras de DENV-2, as amostras brasileiras isoladas
de pacientes, no estado do Piaui, foram incluidas com o objetivo de compara-las as
amostras isoladas de animais silvestres, a fim de estabelecer uma relagao
filogenética entre estas amostras, que sustentem a hipotese da existéncia de

hospedeiros-reservatorios ndo humanos, uma vez que ha indicios da existéncia de
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um ciclo silvestre de DENV na Guiana Francesa.

No teste de similaridade de nucleotideos (nt) e aminoacidos (aa) para as amostras
de DENV-2 B1015-Marsupial, B1010-Marsupial, B1004-Marsupial, B1032-
Marsupial, PI-55/2006, PI1-58/2006, PI-111/2006, Brasil/2002 (Tabela 4) foi
averiguada uma similaridade de 98,7% de nt e 96,9% de aa entre as amostras
B1015-Marsupial e B1032-Marsupial. As amostras B1010-Marsupial e B1004-
Marsupial apresentaram uma similaridade de 99,5% de nt e 100% entre si. Porem,
guando comparada as amostras B1015-Marsupial e B1032-Marsupial com as
amostras B1010-Marsupial e B1004-Marsupial foram observadas baixas taxas de
similaridade de nt (88,2-89,5%) e aa (91,5-89,2%).

As amostras B1015-Marsupial e B1032-Marsupial apresentaram baixas taxas de
similaridade de nt (87,7-89%) e aa (89,2-92,3%) com as amostras brasileiras PI-
55/2006, PI1-58/2006, PI-111/2006, Brasil/2002. Ja as amostras B1010-Marsupial,
B1004-Marsupial apresentaram similaridades entre 96,2-100% de nt e 99,2-100% de
aa com as amostras brasileiras PI1-55/2006, PI-58/2006, PI-111/2006, Brasil/2002.

Tabela 4: Identidade de nucleotideos e de aminoacidos entre as amostras de DENV-2 isoladas
de marsupiais na Guiana Francesa com amostras brasileiras isoladas no Estado do Piaui, e
uma amostra brasileira de referencia isolada em 2002.

Amostras B1015 B1010 B1004 B1032 PI-55 PI-58 PI-111 Brasil
Marsupial Marsupial Marsupial Marsupial 2006 2006 2006 2002

B1015-Marsupial 91,5% 91,5% 96,9% 91,5% 91,5% 92,3%  92,3%
B1010-Marsupial 89,5% 100% 89,5% 100% 100% 99,2%  99,2%
B1004-Marsupial 89,5% 99,5% 89,2% 100% 100% 99,2%  99,2%
B1032-Marsupial 98,7% 88,2% 88,2% 89,2% 89,2% 90% 90%
PI1-55/2006 89,5% 100% 99,5% 88,2% 100% 99,2%  99,2%
PI1-58/2006 89% 97,7% 97,2% 87, 7% 97, 7% 98,5%  98,5%
PI-111/2006 89,7% 96,7% 96,2% 89% 96,7% 95,9% 100%
Brasil/2002 89,7% 97,2% 96,7% 89% 97,2% 96,4% 99%

Os valores azuis representam as porcentagens de similaridade de aminoéacidos. Os valores
vermelhos representam a porcentagem de similaridade de nucleotideos.
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Uma érvore filogenética foi construida, baseada na sequéncia de nucleotideos da
regido de juncdo dos genes C-prM de 390pb, utilizando amostras de DENV-2 de
diferentes genotipos, isoladas de diferentes localidades, para analisar o0s

agrupamentos filogenéticos entre essas amostras (Figura 9).

Neste estudo foram incluidas amostras de DENV-2 isoladas de animais silvestres na
Guiana Francesa, amostras brasileiras detectadas em soro de pacientes nos
Estados do Piaui e do Rio de Janeiro e amostras provenientes de varias regides da
Ameérica e Asia. As amostras B1010-Marsupial e B1004-Marsupial se agrupam com
as amostras humanas brasileiras P1-55/2006, PI-58/2006, PI-59/2006, PI- 62/2006,
P1-82/2006, PI1-92/2006, PI-100/2006, corroborando com os resultados obtidos no
teste de similaridade de nt e aa. JA as amostras B1032-Marsupial e B1015-
Marsupial se agruparam no mesmo clado juntamente com as amostras D2 Peru,
1995 FD e D2 Venezuela/87.
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Figura 9: Analise filogenética de amostras de DENV-2. Arvore construida a partir da analise da
sequéncia parcial de nucleotideos da regido génica C/prM (390 pb) de amostras isoladas de animais
silvestres, amostras brasileiras e amostras endémicas da America do Sul e Asia pertencentes ao
sorotipo 2. A filogenia foi estabelecida pelo método de “Neighbor joining” utilizando o modelo de
substituicbes de nt de Tamura—Nei implementado no programa MEGA4.1. As amostras humanas

brasileiras de D2 estdo destacadas em caixa; as amostra de D2 isolada de animais silvestres na
Guiana Francesa estao sublinhada.
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As sequéncias de DENV-3 da Guiana Francesa foram comparadas com sequéncias
virais, detectadas em Minas Gerais e do Piaui, relacionado com quadro de FD e
FHD e também com amostras de mosquitos. Como pode ser observado na Tabela 9,
os virus B1018-Marsupial, B1106-Roedor e C1034-Marsupial, apresentaram
similaridades entre 99,1-99,7% de nt e 99-100% de aa com as amostras Mosquito
fémea -14 e Mosquito macho BH-1; os mesmos valores de similaridade (99,1-
99,7% de nt e 99-100% de aa) foram encontrados entre as amostras
Marsupial/2007, Roedor/2006 e Marsupial/2006 e as amostras MG20/2004FHD,
MG27/FD-2002 e BH19/2003. As amostras Marsupial/2006 e Marsupial/2007 foram
idénticas (Tabela 5).

de Thoisy e colaboradores (2009) observaram uma identidade nucleotidica entre
99,7% e 100% de entre as amostras Marsupial/2007, Roedor/2006 e Marsupial/2006
e isolados das Filipinas, e que amostras humanas isoladas na Guiana Francesa,
pertencentes ao genotipo lll, apresentaram apenas 95% de similaridade de nt com
as amostras Marsupial/2007, Roedor/2006 e Marsupial/2006.

Tabela 5: Identidade de nucleotideos e de aminoacidos entre as amostras de DENV-3 isoladas
de animais silvestres na Guiana Francesa com amostras brasileiras, relacionadas a diferentes
manifesta¢des da doenca, isoladas no estado de Minas Gerais.

Amostras C1034 B1106 B1018 Mosquito Mosquito MG20/ MG27/FD BH19/

Marsupial Roedor Marsupial Fémea- Macho FHD 2002 2003
14 BH-1 2004

C1034 100% 100% 100% 99% 100%  99% 99,4%

Marsupial

B1106 Roedor 99,7% 100% 100% 99% 100%  99% 9,4%

B1018 100% 99,7% 100% 99% 100%  99% 100%

Marsupial

Mosquito 99,7% 99,4% 99,7% 99% 100% 99% 100%

fémea -14

Mosquito 99,4% 99,1% 99,4% 99,7% 99% 98,1% 99%

Macho BH-1

MG20/2004FHD 99,7% 99,4% 99,7% 100% 99,7% 99% 100%

MG27/FD 2002 99,4% 99,1% 99,4% 99,7% 99,4% 99,7% 99%

BH19/2003 99,7% 99,4% 99,7% 100% 99,7% 100% 99,7%

Os valores azuis representam as porcentagens de similaridade de aminoéacidos. Os valores
vermelhos representam a porcentagem de similaridade de nucleotideos.
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Uma érvore filogenética foi construida, baseada na sequéncia de nucleotideos da
regido de juncdo dos genes C-prM de 316pb, utilizando amostras de DENV-3 de
diferentes genotipos, isoladas de diferentes localidades, para analisar o0s

agrupamentos filogenéticos entre essas amostras (Figura 10).

Neste estudo foram incluidas amostras de DENV-3 isoladas de animais silvestres na
Guiana Francesa, amostras brasileiras detectadas em soro de pacientes nos
Estados de Minas Gerais e do Rio de Janeiro, amostras detectadas em mosquitos
em Belo Horizonte e amostras provenientes de varias regides da América e Asia. As
amostras isoladas a partir de soros humanos e coletadas de mosquitos foram
incluidas neste estudo devido a importancia epidemiolégica que estas amostras
representam para o Brasil, as demais amostras analisadas representam amostras de

referencia em estudos de filogenia do DENV.

Na Figura 10 pode ser verificado que as amostras de DENV-3 isoladas de animais
silvestres, mosquitos coletados em campo e soro de pacientes envolvidos em
diferentes manifestacdes da doenca, agruparam no mesmo grupo juntamente com
as amostras pertencentes ao genotipo V (de Thoisy et al., 2009). Este genotipo é
formado por isolados do Sudeste Asiatico e llhas do Pacifico. Figueiredo e
colaboradores (2008) agruparam este mesmo genotipo como |, as diferencas nas
classificacBes é apenas uma questao de nomenclatura e abordagem adotadas pelos

autores.
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Figura 10: Analise filogenética de amostras de DENV-3. Arvore foi construida a partir da analise
da sequéncia parcial de nucleotideos da regido génica C/prM (316 pb) de amostras isoladas de
animais silvestres (sublinhadas), amostras brasileiras relacionadas a diferentes manifestacdes da
doenca (destacada em caixa) e mosquitos (marcador e) coletados no campo, e amostras endémicas
da America do Sul e Asia pertencentes ao sorotipo 3. A filogenia foi estabelecida pelo método de
“Neighbor joining” utilizando o modelo de substituicdes de nt de Tamura—Nei implementado no

programa MEGAA4.1.
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6. DISCUSSAO

A baixa similaridade entre a amostra de DENV-1 C0558—-Morcego com as amostras
humanas BH-4/FD, BH-9/FHD, BR/97-233, BR/01-MR e BR/97-111), Mochizuki,
detectada em humanos no Japao em 1943, e amostras de DENV-1 endémicas em
humanos na mesma regido no mesmo periodo, aliada ao fato de esta espécie de
morcego fazer parte da fauna neotropical, e possivelmente migrar entre regides em
busca de alimentos (Passos at.al, 2003), sugerem que esta amostra viral esteja
circulando nesta regido em ciclo silvestre, mas para tal afirmacdo, estudos mais
aprofundados sobre a prevaléncia desta amostra em animais silvestres seriam

necessarios.

Com as analises das amostras de DENV-2, é possivel sugerir duas situacdes; a
primeira de que as amostras de DENV-2 B1010-Marsupial e B1004-Marsupial,
isoladas de animais silvestres, estas relacionadas a amostras brasileiras e a
amostras da Guiana Francesa (similaridade entre 98,2-99,2% de nt) analisadas por
de Thoisy e colaboradores em 2009, possam estar associadas a possiveis
hospedeiros-reservatdrios ndo humanos; e segundo, de que as amostras de DENV-
2 B1032-Marsupial e B1015-Marsupial, isoladas de animais silvestres, que
apresentaram baixa similaridade com amostras brasileiras e com outras amostras
humanas analisadas por de Thoisy e colaboradores em 2009, possam estar
relacionadas a um ciclo silvestre na regido. A similaridade de 96,7-97,2% de nt e
99,2% de aa entre as amostras Marsupial B1010 e B1004 isoladas em 2006 e a
amostra de DENV-2 Brasil/2002 sugere fortemente que este virus possa ter
utilizado a fauna silvestre como meio de ser manter na natureza. Porém, estudos
adicionais precisdo ser conduzidos para que se possa caracterizar a manutencédo do
DENV através de um reservatério mamifero ndo humano, e ndo uma infeccdo

ocasional da fauna silvestre.

A grande similaridade entre amostras de DENV-3 B1018-Marsupial, B1106-Roedor
e C1034-Marsupial e as amostras brasileiras analisadas sugere uma possivel
circulagdo viral na regido em hospedeiros-reservatorios silvestres durante periodos

inter-epidemicos. Um forte indicio para isso é também a grande similaridade destas
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amostras isoladas de animais silvestres com amostras isoladas de mosquitos (99,1-
99,7% de nt e 99-100% de aa). As amostras B1018-Marsupial e C1034-Marsupial
foram idénticas, sugerindo o envolvimento destes animais na circulacdo desta

amostra, uma vez que estas foram coletadas em periodos distintos.

7. CONCLUSAO

Por ser a Guiana Francesa um pais fronteirico com o Brasil, a grande proximidade
entre amostras coletadas de animais silvestres, amostras coletadas de mosquito em
campo e amostras coletadas de humanos representa uma preocupacao, no ponto de
vista da saude publica, que nos leva a pensar no real papel destes animais na
ecologia do DENV.

Os dados aqui apresentados néo respondem a todas as perguntas acerca do
possivel ciclo silvestre do DENV na América, tdo pouco a participacdo destes
animais como reservatorios, mas fornece indicios que necessitam serem elucidados.
Para isso novas pesquisas devem ser conduzidas no intuito de se conhecer melhor
o ciclo de multiplicacdo do DENV nos diversos ambientes, para que possamos tracar

a melhor estratégia epidemiolégica contra ele.

As amostras de DENV isoladas de animais silvestres na Guiana Francesa
representam um avanco para o estudo da biologia do virus, bem como do seu
processo de interacdo virus-hospedeiro. A possibilidade de se caracterizar estes
animais como hospedeiros reservatorios possui impacto direto na epidemiologia da

Dengue.

Contudo, o avanco das pesquisas sobre a prevaléncia do DENV em
mamiferos ndo-humanos deve ocorrer para que se conheca exatamente como este
virus, que ao longo do ano causa epidemias em humanos, sobrevive e se perpetua

na natureza, afim de que possamos combaté-lo de forma mais eficiente.
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