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RESUMO

A familia Flaviviridae € um grupo de virus envelopados com genoma de RNA
de fita simples e polaridade positiva. Esta familia € composta por virus dos géneros
Flavivirus, Pestivirus e Hepacivirus. O género Flavivirus é representado por cerca de
setenta virus distintos, dentre as quais destacam-se os o virus da febre amarela
(YFV), o virus da encefalite japonesa (JEV), o virus da encefalite do oeste do Nilo
(WNV), o virus da encefalite transmitida por carrapato (TBEV) e o dengue virus
(DENV) responsaveis por diversas doencas humanas. Dentre as proteinas
encontradas nas particulas virais, a glicoproteina E é o maior determinante
antigénico conhecido. Diversos eventos de reatividade cruzada s&o observados
entre os virus agrupados nesse género, os quais sdo decorrentes da resposta imune
humoral a epitopos antigénicos localizados principalmente na proteina E, que sao
conservados e comuns a todos os virus do género Flavivirus. Esse € um problema
de grande importdncia para os testes sorologicos espécie-especificos,
especialmente em éareas onde multiplos virus do género Flavivirus coexistem
espacial e temporalmente. Tendo em vista que os testes sorolégicos tém sido
historicamente o suporte principal para o diagndstico laboratorial dos Flavivirus e,
consequentemente, para as politicas de Saude Publica, este trabalho propde
estudar as caracteristicas de reatividade cruzada detectadas entre DENV e outros
virus do género Flavivirus disponiveis na literatura. A existéncia da reatividade
cruzada tem sido constantemente documentada como sendo um forte complicador
para o diagnostico laboratorial de dengue. O alinhamento e posterior analise das
sequéncias da proteina E demonstrou que, o valor de identidade da sequéncia
inferida de aa variou entre 97,7% e 36,7% entre as amostras de flavivirus
analisadas. As amostras DENV 1 e DENV 3 apresentaram maior valor de identidade
entre si - 76,5%, enquanto DENV 2 e DENV 4 apresentaram um valor de identidade
de 63,8%. Quando comparados com os outros flavivirus, os DENV apresentaram

valores de identidade de aa menores que variaram entre 36,7% e 50%.

Palavras-chave: reatividade-cruzada, diagnodstico soroldgico, Dengue, género

Flavivirus



ABSTRACT

Flaviviridae virus family is a group of enveloped virus with single strand and
positive sense RNA genome. It is composed of Flavivirus, Pestivirus and Hapacivirus
genera. Flavivirus genus contains more than 70 distinct viral species, such as
Japanese Encephalitis virus, Tick-borne Encephalitis virus, West Nile virus, Yellow
Fever virus and Dengue virus, which are responsible for several human diseases.
Among all polypeptides which occur in viral particles, E glicoprotein is the major
known antigenic determinant. Several cross-reactivity events occur between the virus
in the Flavivirus genus, what is possibly caused by humoral immune response to
antigenic epitopes located in E glycoprotein, that are conserved and common to all
virus from Flavivirus genus. This problem is of special importance for specie-specific
sorological diagnosis, especially in areas where several distinct Flavivirus species
coexist in a tempora and spatial way. Since, due to historical reasons, serological
tests are the main evidence for laboratorial diagnosis of Flavivirus infection and,
consequently, for public health policies, this study aims to gather, by bibliographic
surveying of specialized scientific literature, the cross-reactivity characteristics
detected between DENV and others virus from Flavivirus genus. The existence of
cross-reactivity has been frequently documented as a problem for the laboratorial
diagnostic of dengue. The alignment and post analysis of the sequences of the E
protein showed that the value of identity of the aa sequence varied between 97,7%
and 36,7% among the Flavivirus samples analysed. The DENV1 and DENV3
samples showed the biggest identity value between themselves - 76,5% - while
DENV2 and DENV4 showed a identity value of 63,8%. When compared to others
Flavivirus, the DENV showed smaller aa identity values, that varied between 36,7%
and 50%.

Keywords: cross-reactivity, serological diagnosis, Dengue, Flavivirus genus
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1- INTRODUGAO

A incidéncia de infecgbes causadas por Dengue virus (DENV) tem aumentado
dramaticamente durante as ultimas décadas. Isso se deve as grandes mudancgas
econdmicas e sociais observadas no mundo, as quais incluem urbanizagdo massiva,
falta de controle de vetor, grande numero de viagens e comércio em escala global,
dentre outras (van der SCHAAR et al.,, 2008; de PAULA & FONSECA, 2004,
GUZMAN & KOURI; 1996). Estima-se que aproximadamente 2,5 bilhdes de
pessoas que vivem em paises tropicais e sub-tropicais corram o risco de serem
infectados por um ou mais sorotipos do DENV e cerca de 50 a 100 milhdes de
pessoas sao infectadas todo ano, sendo que em alguns anos até 500 000 pessoas
sdo atendidas em hospitais (HALSTEAD, 2007).

Dentro desse cenario, faz-se necessaria a existéncia de testes sensiveis e
especificos para a deteccido de infecgoes por DENV para fins de controle
epidemiolégico e desenvolvimento de vacinas, dentre outros. Entretanto,
HOUGHTON-TRIVINO e colaboradores (2008) demonstraram a existéncia de
reatividade cruzada entre DENV e Yellow fever virus (YFV), a qual desafia o
diagndstico laboratorial de dengue e febre amarela em areas onde ambos o0s virus
co-circulam. Seus resultados indicaram a importancia de se considerar a vacinagao
passada contra YFV para confirmar casos de infecgdo por DENV, especialmente
considerando os anticorpos com reatividade cruzada produzidos durante infeccbes
causadas por virus do género Flavivirus nos ultimos 3 a 6 meses. Diversos outros
autores também relatam a existéncia de reatividade cruzada entre DENV e outros
flavivirus (KOKARA et al., 2001; CUZZUBBO et al.; 2000; NIEDRIG et al. 2007).

A infeccado secundaria por DENV em individuos previamente imunes a outro
sorotipo de DENV estimula a producao de altos titulos de anticorpos contra todos os
quatro sorotipos de DENV. Entretanto, uma resposta imune exacerbada € formada
contra o sorotipo prévio. Nesse cenario, tem sido relatado que uma infecgéo
secundaria por DENV o sorotipo responsavel pela infeccao recente pode nio ser
identificado pelo teste de neutralizagdo (TN) devido a existéncia de reatividade
cruzada, sendo possivel sua identificacdo apenas pelo isolamento do virus ou por
deteccdo de nucleotideos com sequéncias virais especificas (MAKINO et al., 1994).
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2- Revisao bibliografica

2.1 - Familia Flaviviridae

O taxon Flaviviridae é uma grande familia de patégenos virais capazes de
causar doengcas em humanos e outros animais. As manifestacdes clinicas das
doencas causadas por esses virus variam desde uma doenca febril a doencas
hemorragicas e encefalites (SIMMONS et al., 1998; MUKHOPADHYAY et al, 2005).
Além da capacidade de causar morbidade e mortalidade significante, a ampla
distribuicdo dos mesmos faz com que os representantes desta familia apresentem um
importante impacto global na saude publica e na saude animal (MUKHOPADHYAY et
al, 2005; PIERSON & DIAMOND, 2009).

O nome flavivirus é derivado da palavra flavus, que significa “amarelo” em
latim e representa a ictericia tipica causada pelo Yellow fever virus (YFV), um dos
membros do género Flavivirus. O YFV foi o primeiro virus humano a ser descrito,
quando Walter Reed demonstrou que a febre amarela podia ser transmitida
experimentalmente pelo soro filtrado para individuos nao infectados (LINDENBACH
et al., 2007). O YFV é hoje o protétipo dos virus da familia Flaviviridae
(LINDENBACH et al.; 2007; MUNKHOPADHYAY et al., 2005; MONAH, 2001).

A familia Flaviviridae € composta por trés géneros distintos - Flavivirus,
Pestivirus e Hepacivirus, os quais compartilham entre si similaridades na morfologia
dos virus, organizagcdo do genoma e estratégias de multiplicagdo, mas exibem
propriedades bioldgicas diversas (GUBLER et al., 2007). Esses virus possuem um
genoma de RNA fita simples e de polaridade positiva. As particulas virais séo
relativamente pequenas, com forma icosaédrica e didmetro aproximado de 50
nandbmetros (nm) envoltas por uma membrana lipoproteica (Figura 1) (ICTV,
GUBLER et al., 2007).
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FIGURA 1: Representacido esquematica da particula viral do virus género Flavivirus. A particula
viral € composta por trés proteinas estruturais: C, a proteina do nucleocapsideo; M, a proteina

associada & membrana; e E, a proteina do envelope. Fonte: SANCHEZ, 2005, modificado.



Dentre os virus do género Flavivirus encontra-se 0 maior numero de membros
descritos da familia Flaviviridae, sendo este género composto por mais de 50
espécies de virus (GUBLER et al., 2007). Diversos flavivirus zoondticos com vetor
nao conhecido também sdo descritos nesse grupo, os quais podem ser transmitidos
por mosquitos ou carrapatos. A classificagao dos flavivirus em diferentes espécies é
baseada no conceito polifilético de espécies de virus, no qual uma série de
caracteristicas, como a morfologia dos virus, a organizagado do genoma, a identidade
das sequéncias nucleotidicas, as associagbes com vetor e ecologia do virus s&o
levados em consideragédo para a definicdo de uma espécie (MUKHOPADHYAY et
al., 2005; GUBLER et al., 2007).

O género Pestivirus é composto por patégenos de grande importancia
econdOmica veterinaria para a industria bovina, suina e ovina. De acordo com o ICTV
atualmente cinco espécies sao classificadas nesse género, dentre ela o Bovine viral
diarrhea virus (BVDV), um importante patdégeno viral que acomete o gado, causando
diarréia fatal, problemas respiratérios e reprodutivos e o Classical swine fever virus
(CSFV), anteriormente conhecido como virus da célera suina, infecta suideos
domésticos e selvagens, causando febre, lesdes na pele e convulsdes. Dentro da
familia Flaviviridae, os virus do género Pestivius apresentam maior similaridade na
estrutura de seu genoma e no seu mecanismo de tradugdo com os Hepacivirus do

que com os virus do género Flavivirus (LINDENBACH et al., 2007).

O género Hepacivirus possui como membro protétipo o virus da hepatite C
(HCV, do inglés Hepatitis C virus), atualmente responsavel por milhdes de infecgdes
no mundo inteiro, podendo causar cirrose, carcinoma hepato-celular e doengas
extra-hepaticas. A sua transmissao ocorre principalmente por contato com o sangue
de individuos infectados (FREEMAN A. J. et al. 2001; GUBLER et al., 2007).



2.2- Género Flavivirus

A transmissao dos virus do género Flavivirus entre hospedeiros vertebrados
pode ocorrer através da picada de artropodes hematéfagos (mosquitos e
carrapatos); ou diretamente, através do contato entre hospedeiros vertebrados.
Dentro desse género os virus podem ser subdivididos em complexos antigénicos de
acordo com critérios sorologicos, bem como em grupos filogeneticamente
relacionados com base em critérios filogenéticos. Os valores de similaridades de
aminoacidos entre diferentes sorocomplexos variam de 40 a 53%. Ja dentro de um
mesmo sorocomplexo, os valores de similaridades sdao bem maiores, variando de 62
a 98% (MUKHOPADHYAY et al., 2005).

Os complexos antigénicos e os grupos filogenéticos observados nesse
género apresentam uma grande sobreposi¢ao, indicando que a historia filogenética
desse grupo € de extrema importancia para a patogenia comum observada entre
virus correlatos e, consequentemente, para a existéncia de determinantes
antigénicos comuns em determinado clado (LINDEBACH & RICE, 2001; GUBLER,
2007) (Figura 2).
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FIGURA 2 — Classificagoes dos Flavivirus. As relagdes filogenéticas entre os Flavivirus encontram-

se no dendograma a direita. A distancia evolutiva ndo se encontra representada. As classificacbes

filogenéticas (clados e grupos) e soroldgicas (sorocomplexos) encontram-se representados a direita.
Fonte:, MUKHOPADHYAY et al., 2005 - modificado.



2.3 - Genoma do Dengue virus

Um importante agente etiologico do género Flavivirus € o Dengue virus
(DENV) o qual possui um genoma RNA de aproximadamente 11kilobases (kb). A
regidao 5 de seu genoma € composta por uma regidao 5 nao codificadora (5 UTR)
com aproximadamente 100 nucleotideos (nt). O genoma desse virus também possui
em sua regido 5 um nucleotideo modificado (CAP), o qual também €& encontrado
nas moléculas de RNA mensageiro (mMRNA) do hospedeiro e facilita a tradugéo do
genoma viral (LINDENBACH et al., 2007). Apos a regiao 5 UTR observa-se uma
unica janela aberta de leitura (ORF), a qual codifica para uma unica poliproteina que
€ posteriormente clivada por proteases virais e do hospedeiro em diversas proteinas
individuais funcionalmente distintas. Dentre essas proteinas observam-se trés
proteinas estruturais: a do capsideo (C), a pré-membrana (Pr-M) e a proteina do
envelope (E), as quais s&o seguidas por sete proteinas ndo estruturais (NS),
essenciais para a replicagéo viral. Apds o final da ORF observa-se uma regido 3’
nao codificadora (3° UTR) bastante conservada, composta por aproximadamente
450 nt. O genoma desse virus nado possui cauda de poliadenina (poli-A)
(LINDENBACH et al., 2007; ALESHIN et al., 2007) (FIGURA 3).
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FIGURA 3 - Estrutura e organizagdao do genoma do Dengue virus. A) Organizagao do precursor
da poliproteina, composto por uma regidao 5 ndo codificadora (UTR) (laranja), 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 n&o-estruturais (verde). Fonte:
ALESHIN et al., 2007, modificado.



2.4 - Proteinas virais

A proteina do capsideo (C) é essencial para a montagem dos virus,
assegurando a encapsidacao do genoma viral. Internamente ao envelope lipidico
esta o nucleocapsideo do virus, consistindo em multiplas copias da proteina C que
circundam uma unica molécula do genoma viral. Essa proteina possui massa
molecular de aproximadamente 11 kDa, sendo possivel observar nas porgcoes N e C-
terminal uma grande quantidade de residuos de lisina e arginina, responsaveis por
fornecer o carater basico desta proteina, que permite a interagdo com o genoma de
RNA, formando assim os nucleocapsideos. Ao contrario, a regido interna da proteina
C possui forte carater hidrofébico, o que permite a associagdo com a membrana
bilipidica da particula viral. Outra regido hidrofébica é observada na porgéo C-
terminal da proteina C, a qual funciona como um peptideo sinal para a translocagao
da proteina prM através do reticulo endoplasmatico (RE). Esse ultimo dominio
hidrofébico ndo € observado na proteina C madura, sendo clivado da mesma pela
protease viral. A proteina madura é encontrada na forma de dimeros, sendo cada
um dos mondmeros formado por quatro a-hélices (JONES et al., 2003; LINDENBACH
et al., 2007).

A (glicoproteina precursora da proteina M (proteina de membrana) é
denominada prM ( pré-membrana). Essa proteina possui aproximadamente 26 kDa,
e se destaca por sua importante fungcado ao formar heterodimeros com a proteina E.
Este evento impede que a glicoproteina E sofra fusdo prematura do envelope viral
com a membrana endossomal, devido ao baixo pH caracteristico da via secretoria
celular, na qual ocorre a maturacdo parcial das particulas virais. Além disso, a
proteina prM ajuda no dobramento adequado da proteina E, garantindo sua
conformagao correta. A clivagem de prM pela protease celular furina resulta na
liberacdo do peptideo pr e formacao dos virus maduros com consequente exposi¢cao
do dominio de ligagéo ao receptor celular localizado na proteina E (LINDENBACH et
al., 2007; Ll et al., 2008).



A proteina E possui aproximadamente 53 kDa, o que a torna a maior proteina
presente na superficie dos virus. Essa proteina € responsavel por importantes
processos do ciclo de multiplicagédo viral, tais como a ligagdo ao receptor celular e
fusdo do envelope viral com a membrana celular. A estrutura da proteina E revela
uma organizagdao molecular em trés dominios distintos separados por “dobradigas”
flexiveis (Figura 4). O dominio | (DI) (Fig. 4a, em vermelho) € uma estrutura
enovelada na forma de um beta-barril. Esse dominio conecta os dominios DIl e DIl
através de dobradicas flexiveis, as quais participam nas mudangas conformacionais
que dirigem o processo de fusdo do envelope viral com a membrana celular. O
dominio Il (DIl) (Fig. 4a, em amarelo) se projeta ao longo da superficie dos virus e
contém um Jloop de fusdo hidrofébica altamente conservada que interage com as
membranas das células alvo durante o processo de fusdo. O dominio Il (DIIl) (Fig.
4a, em azul) possui uma dobra tipo-imunoglobulina, sendo conhecido por mediar
interacdes entre os virus e estruturas na célula hospedeira. Esse dominio é o
principal alvo de anticorpos neutralizantes, uma vez que ele &€ o principal
determinante antigénico conhecido (LINDENBACH et al., 2007; PIERSON &
DIAMOND, 2009).
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Figura 4 — Estrutura da proteina E dos virus do género Flavivirus e sua organizagao no virus
maduro. (a) e (b) Representacdo esquematica do dimero da proteina E do virus da dengue. Dimeros
da proteina E com os dominios |, Il e Ill destacados em vermelho, amarelo e azul, respectivamente.
N- (regiao N-terminal) e C (regidao C-terminal). Fonte: MODIS et al., 2004-modificado. A alca de fusédo
na extremidade do DIl é representada em verde. (c) Reconstrugédo crioeletrénica da particula viral
madura do DENV, ilustrando o rearranjo das proteinas do envelope com simetria pseudo-icosaédrica.
Fonte: PIERSON & DIAMOND, 2009 — modificado.
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A glicoproteina NS1 possui aproximadamente 46 kDa, sendo encontrada em
grande quantidade retida no interior das células infectadas. Essa proteina também
pode ser observada na superficie celular, bem como sendo lentamente secretada
pelas células de mamiferos. Apesar do papel de NS1 ainda n&o ser totalmente
compreendido, diversas evidéncias sugerem que a mesma possui papel
fundamental na multiplicacao viral. Dentre elas, destaca-se a sua localizacdo no RE,
o mesmo local da multiplicagdo viral. Adicionalmente, mutagbes na porgcao N-
terminal resultam em defeitos dramaticos na replicagdo do RNA (LINDENBACH et
al., 2007). Ademais € um alvo dominante da resposta imune humoral, podendo
possuir um importante papel na patogénese da doenca (CLYDE et al., 2006;
LINDENBACH et al., 2007).

Ainda néo esta claro quais fungdes sao realizadas pelas formas extracelulares
de NS1, embora saiba-se que durante a infeccdo uma forte resposta humoral é
dirigida contra esta proteina e que anticorpos contra as formas que se localizam na
superficie celular podem diretamente lisar as células infectadas por virus do género
Flavivirus via complemento (LINDENBACH & RICE, 2003).

A proteina ndo estrutural (NS2) é dividida em duas por¢cdes: NS2a (~22 KDa),
participando da morfogénese e recentemente foi demonstrado que também age
como antagonista de interferon (IFN) e NS2b (~14Kda), que apresenta atividade

proteolitica (LINDENBACH et al., 2007).

NS3 é uma proteina de tamanho ~ 70 kDa e possui varias atividades
enzimaticas envolvidas no processamento da poliproteina resultante da transcricao
do genoma viral, bem como na replicagdo do mesmo (PERERA & KUHN, 2008). As
proteinas NS4A e NS4B sdo resultantes da clivagem de NS4, caracterizadas por
serem pequenas (16 e 27 kDa respectivamente) e possuirem um carater hidrofobico.
Sua fungado ainda é desconhecida. (LINDENBACH, 2003). A NS5 é uma proteina
grande (103 kDa), muito conservada e multifuncional. Esta envolvida na replicagéao
do genoma viral, uma vez que possui atividade de RNA-polimerase RNA-
dependente (LINDENBACH & RICE, 2003).
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2.5 - Ciclo de multiplicagao

As células alvo do DENV incluem mondcitos, macrofagos e células
dendriticas. A adsorgao viral € mediada pela proteina E (Figura5-1), e acredita-se
que a penetragao do virus ocorra por endocitose mediada por receptor. O baixo pH
do endossomo provoca mudangas conformacionais na proteina E, a qual passa a
ser um trimero, permitindo assim que o peptideo de fusdo seja exposto. Esse
peptideo é responsavel pela fusdo do envelope viral com a membrana do
endossomo liberando, assim, o nucleocapsideo no citoplasma (Figura 5-2) (CLYDE
et al.,2006; LINDENBACH et al., 2007; SAMPATH & PADMANABHAN, 2009). Uma
vez que o nucleocapsideo é liberado no citoplasma, a proteina C se dissocia do
RNA que, entdo, é traduzido em uma poliproteina em ribossomos associados as
membranas do RE (Figura 5-3). Essa poliproteina é co- e pds-traducionalmente
processada por proteases celulares e virais, produzindo as proteinas estruturais e nao
estruturais (CLYDE et al., 2006; LINDENBACH et al., 2007).

Apods a tradugado do mRNA gendmico, a replicagao inicia-se com a sintese de
fitas complementares negativas, as quais s&o usadas como moldes para a produgéo
de fitas positivas adicionais (Figura 5-4). As fitas positivas podem ser usadas para a
traducdo das proteinas estruturais e ndo estruturais, para a sintese de fitas

negativas ou podem ser encapsidadas, formando o virus. As fitas positivas de RNA
sdo sintetizadas a partir de fitas moldes negativas por um processo

semiconservativo (CHAMBERS et al.,1990; LINDENBACH et al., 2007).

As particulas virais imaturas sdo formadas no lumen do RE (Figura 5-5), onde
ganham um envelope passando posteriormente por um processo de morfogénese no

complexo de Golgi (Figura 5-6). sendo posteriormente liberadas por exocitose
(Figura 5-7) (LINDENBACH et al., 2007).
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FIGURA 5 - Diagrama esquematico do ciclo de multiplicagdo dos Flavivirus. Legenda: RE:
Reticulo endoplasmatico; CG: Complexo de golgi. Fonte: SAMPATH & PADMANABHAN, 2009-
Modificado.
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2.6 - Patogénese

As infeccbes pelo DENV causam um amplo espectro de manifestacdes
clinicas, que se iniciam depois do periodo de incubagdo de 4 a 7 dias e variam
desde formas assintomaticas até FD (febre da dengue), FHD (febre hemorragica da
dengue) e SCD (sindrome do choque da dengue). Enquanto a FD € uma doenca
febril auto-limitada, a FHD ¢é frequentemente caracterizada por manifestacbes
hemorragicas proeminentes. A FD é caracterizada pelo inicio subito de febre e
outros sintomas nao especificos, tais como dor de cabeca, dor periocular, prostagao
e/ou rubor na face. Em 50% das pessoas observa-se manifestacdes na pele, sendo
que o rubor na face é usualmente observado durante as primeiras 24-48 horas, mas
erupgoes petequiais e maculopapulares podem ser observadas apés a diminuicao
da febre. As alteracbes laboratoriais incluem trombocitopenia e leucopenia
(GUBLER et al., 2007; OISHI et al., 2007).

Além dos sintomas apresentados na FD, a FHD é caracterizada por
manifestagbes hemorragicas, trombocitopenia grave (< 100.000/mm3) e perda de
plasma para as cavidades do corpo. A perda de plasma € evidenciada pelo aumento
do hematdcrito acima de 20% da meédia considerada normal, bem como pela
observagcdo de efusdo pleural, ascite e hipoproteinemia. Em um estagio mais
avancgado o paciente pode desenvolver um choque profundo com auséncia de pulso
e de presséo arterial, este estagio € comumente denominado SCD (GUBLER et al.,
2007; OISHI et al., 2007).

Acredita-se que a maioria das infecgbes primarias causadas por Flavivirus
elicitem uma resposta imune humoral com protecido por toda a vida. No caso de
DENV, os individuos sao protegidos contra re-infeccbes causadas pelo mesmo
sorotipo, mas ndo contra os outros trés sorotipos (SCHAAR & SMIT, 2008; GUZMA
& KOURI; 1996). De fato, observagdes epidemioldgicas ja revelaram que individuos
que tiveram infecgdes secundaria com um sorotipo heterélogo de DENV
apresentaram um aumento significante no risco de desenvolver FHD ou SCD do que
aqueles com infec¢des primarias (TESH et al., 2003). Além disso, foi demonstrado

que criangas nascidas de maes imunes a dengue apresentaram um risco maior de
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desenvolver FHD durante uma infecgdo primaria, possivelmente devido a
transferéncia passiva de anticorpos maternos (VAN DER SCHAAR et al., 2008;
GUZMA & KOURI; 1996).

Essas observacdes clinicas levaram a ampla aceitacao da teoria do ADE.
Neste fenbmeno, anticorpos especificos para um determinado sorotipo do DENV,
nao seriam neutralizantes para um virus de sorotipo diferente, responsavel pela
infeccao atual. Desta forma, acredita-se que anticorpos pré-existentes direcionam os
virus da infec¢ao atual para as células do sistema imune, as quais sao permissivas
ao DENV e facilitam a penetracdo viral via fagocitose mediada por receptor Fc
(fragmento cristalizavel), resultando em uma maior carga viral e eventualmente

intensificando a manifestacéo da doenca (VAN DER SCHAAR et al., 2008).

Dois padrbes de resposta soroldgica classicos podem ser observados na
resposta imune contra uma infec¢ao por DENV: uma resposta humoral primaria e
uma secundaria. A resposta humoral primaria € semelhante em todos os individuos
que nao sao imunes a nenhum Flavivirus. O padrao de resposta secundaria ocorre
em individuos com infeccdo por DENV que tiveram uma infeccdo prévia por outro
Flavivirus (GUZMAN & KOURI; 1996)

Na infecgao primaria por DENV, o titulo de anticorpos aumenta lentamente e
é relativamente sorotipo-especifico, embora em soros na fase convalescente seja
possivel detectar anticorpos que possuem reatividade cruzada com outros flavivirus,
em baixos titulos, entretanto. Nas infeccbes secundarias o titulo de anticorpos
alcanca rapidamente niveis elevados, onde freqientemente mesmo soros da fase

aguda da doencga se caracterizam por altos titulos de anticorpos.
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2.7 - Diagnéstico de DENV

O diagndstico laboratorial de infecgdes pelo DENV é baseado em diversas
técnicas. Dentre estas, podemos destacar (1) isolamento do virus (2) detecgao do
RNA viral utilizando a técnica de reacdo em cadeia da polimerase precedida de
transcrigédo reversa (RT-PCR) (3) teste de neutralizagdo (TN) (KORAKA et al., 2002).
Os testes sorologicos tém sido o suporte principal para o diagndstico dos virus do
género Flavivirus devido, principalmente, a sua facilidade de execugédo. Os métodos
tradicionais, tais como os testes de inibicdo da hemaglutinacéo (IH) e fixacdo do
complemento (FC) tém sido substituidos pelo ensaio imuno-enzimatico (Enzyme-
linked immunosorbent assay, ELISA), sendo que a TN permanece indispensavel,
uma vez que este é o teste sorolégico mais especifico (SHU & HUANG, 2004,
GUBLER et al., 2007).

2.7.1 - Diagnéstico sorolégico de DENV

Medir anticorpos antivirais foi um dos primeiros métodos utilizados para o
diagndstico especifico de infecgdes virais e ainda hoje estes testes permanecem
uma importante ferramenta para diagnostico laboratorial de doengas virais
(STORCH, 2007). No género Flavivirus, diversos meétodos sorolégicos sao
comumente utilizados para a deteccdo de anticorpos contra esses patdgenos.
Dentre estes, destacam-se o teste de HI, o qual se baseia na pesquisa de anticorpos
com base em seu reconhecimento e ligagdo as particulas virais. O revestimento do
virus por anticorpos bloqueiam sua ligagdo a células indicadoras, as quais ndo séo
aglutinadas nessa situagao (de PAULA & FONSECA, 2004). A capacidade de DENV
aglutinar eritrocitos de ganso permitiu a ampla aplicagdo dos ensaios de IH para o
diagndstico soroldgico de DENV (GUZMAN & KOURI; 1996). Por muitos anos, a IH
foi o método padréo usado no diagndstico de infecgdes causadas pelo DENV devido
ao seu alto grau de sensibilidade e sua relativa facilidade na execucgéo, além de
possuir um alto valor para estudos epidemiolégicos, sendo capaz de diferenciar
infeccbes primarias e secundarias. As principais desvantagens do teste de HI sdo a
falta de especificidade e a incapacidade de definir o sorotipo do virus infectante
(PAULA & FONSECA, 2004).
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Outra alternativa para o diagndstico sorolégico de DENV é o teste de FC.
Entretanto, esse teste ndo é usualmente empregado nessas circunstancias devido a
sua relativa dificuldade de execucéao, requerendo profissionais treinados e altamente
qualificados para a obtencao de bons resultados. O teste € baseado no principio de
que o complemento sera consumido durante a reacao antigeno-anticorpo (PAULA &
FONSECA, 2004) A amostra de soro do paciente reage com um antigeno produzido
em laboratério e com um complemento extra. Os complexos antigeno-anticorpo
ligam-se, ativam e fixam, ou seja, utilizam o complemento. O complemento residual
€ entdo medido através da lise dos eritrocitos cobertos com anticorpos (MURRAY, et
al., 2006).

O ELISA é considerado o teste mais utilizado para o diagnéstico de doengas
causadas pelos flavivirus, devido a alta sensibilidade e relativa facilidade na
execugao (PAULA & FONSECA, 2004). A deteccdo de anticorpos contra DENV
através do ELISA tem sido realizada rotineiramente durante os ultimos anos
(GUZMA & KOURI; 1996). Esta técnica pode ser usado para detectar a fase aguda,
através da detecgao de Imunoglobulina M (IgM), na fase convalescente, através da
deteccdo de Imunoglobulina G (IgG), e a deteccédo de antigenos. Além disso, ndo é
necessario possuir equipamentos sofisticados para sua realizagdo (PAULA &
FONSECA, 2004). O ELISA de captura-IgM (MAC-ELISA) tem sido o método de
escolha para testes sorologicos de rotina, uma vez que anticorpos IgM anti-DENV
indicam uma infecgéo ativa ou recente causada por esse virus (MIAGOSTOVICH et
al.; 1999). Esse fato ocorre porque a infecgao primaria por DENV é caracterizada por
um aumento no titulo de IgM especifico, o qual ocorre de 3 a 5 dias apds o inicio da
infeccao, sendo detectavel por 30 a 90 dias. Nas infecgdes por DENV observa-se
também um aumento no titulo de IgG apds a diminuigao dos titulos de IgM, aumento
este detectavel por toda a vida. Entretanto, o aumento dos titulos de IgM em
infeccbes secundarias por DENV pode ser mais lenta, mais fraca e de menor
duracgéo, podendo até mesmo nao ser detectada em alguns pacientes (CUZZUBBO
et al.; 2000). Ao contrario do observado para os titulos de IgM em infecgdes
secundarias, os niveis de IgG aumentam rapidamente para niveis superiores aos
detectados nas infeccbes passadas ou primarias de DENV, permanecendo nesses

niveis de 30 a 40 dias. Consequentemente, o uso combinado de ELISA para
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deteccdo de IgM e IgG tem sido proposto como uma estratégia efetiva para o
diagndstico soroldgico de infecgdes primarias e secundarias por DENV (CUZZUBBO
et al.; 2000).

O NT também é um teste soroldégico muito utilizado para o diagnéstico de
infeccbes por DENV devido a sua alta especificidade (GUZMAN & KOURI; 1996;
SIMMONS et al., 1998; PAULA & FONSECA, 2004). Alguns autores relatam que nos
individuos com infecgdo secundaria, o titulo de anticorpos neutralizantes contra o
sorotipo responsavel pela primeira infeccdo € maior do que o titulo de anticorpos
neutralizantes contra o sorotipo responsavel pela infeccdo atual, indicando o
primeiro sorotipo infectante - teoria do “sinal antigénico original” isto é, muitos clones
de célula B que respondem a infeccdo primaria por flavivirus sdo estimulados a
sintetizar anticorpos precoces com uma maior afinidade contra o virus responsavel
pela primeira infeccdo do que contra o virus infectante em cada infeccéo
subseqiiente por flavivirus (GUZMAN & KOURI; 1996; SHU & HUANG, 2004). Desta
forma, além da possibilidade de identificar o sorotipo de DENV responsavel pela
infeccdo atual, a especificidade do NT atribui a esta técnica uma importante
ferramenta para estudos soro-epidemiolégicos (GUZMAN & KOURI; 1996).
Entretanto, mesmo se mostrando o ensaio mais especifico, os problemas com
reatividade cruzada ainda assim permanecem (SIMMONS et al., 1998). Além de
apresentar desvantagens como os altos custos e o longo periodo necessario para
sua execucao (PAULA & FONSECA, 2004).

Atualmente varios imunoensaios sao disponiveis comercialmente para o
diagnostico de doengas causadas por flavivirus, principalmente DENV, JEV e TBE,
além de varios testes soroldgicos serem baseados em ensaios in-house (Koraka et
al., 2002).
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2.8 - Reatividade cruzada entre DENYV e outros flavivirus

A imunidade humoral € um aspecto essencial na protecdo mediada pelo
sistema imune contra as infeccbes causadas pelos flavivirus, uma vez que esses
virus possuem diversos determinantes antigénicos capazes de desencadear uma
forte resposta imune humoral por parte dos seus hospedeiros (PIERSON &
DIAMOND, 2009). Devido a forte produgdo de anticorpos observada durante a
infeccdo causada por esses virus, os testes soroldgicos ganharam destaque dentre
as técnicas disponiveis para o diagndstico laboratorial de infec¢gdes causadas pelo
DENV (HALSTEAD, 2003).

Entretando, diversos fatores complicadores sao conhecidos para a obtencao
de um diagndstico soroldgico de DENV. Dentre estes, destaca-se a existéncia de
diversos determinantes antigénicos que possuem reatividade cruzada, sendo estes
compartilhados por todos os quatro sorotipos de DENV e por alguns outros
Flavivirus (HENCHAL & PUTNAK, 1990 revisado por GUZMAN & KOURI, 1996;
LUDOLFS et al.; 2002). Embora a reatividade cruzada de Imunoglobulina G (IgG)
anti-flavivirus seja constantemente documentada na literatura, observa-se que a
Imunoglobulina M (IgM) se caracteriza por ser mais especifica (MAKINO et al. 1994,
CUZZUBBO et al, 1999; MARTIN, et al. 2002; SHU & HUANG, 2004 ; A-
NUEGOONPIPAT, 2008).

Com base na bibliografia analisada foi possivel observar que dentre os
flavivirus estudados, a proteina E foi constantemente observada como a principal
responsavel pela reatividade cruzada nos testes de diagndstico sorolégico desses
virus (CRILL & CHANG, 2004). Além de possuir importantes determinantes
antigénicos responsaveis por mediar a IH e a NT, a proteina E € o principal alvo da

resposta imune contra flavivirus (ALLWINN et al., 2002).

Os primeiros experimentos para a determinagdo dos dominios antigénicos de
E se deram pelo uso de anticorpos monoclonais (MANDL et at., 1989). Nesses
estudos, trés dominios antigénicos distintos foram identificados e denominados de A,

B e C. Posteriormente os dominios antigénicos inicialmente descritos foram
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correlacionados com os dominios estruturais da proteina E (D I, DIll e D II),
respectivamente (Figura 4). Muitos dos anticorpos neutralizantes mais eficientes
possuem como caracteristica comum o fato de reconhecerem a superficie lateral
superior do D Ill, a qual se projeta para fora na superficie do virus (Figura 4b)
(PIERSON & DIAMOND, 2009).

Os dominios | e Il localizam-se paralelamente a superficie da particula viral
madura antes da sua fusdo com a célula hospedeira. Esses dominios contém as
regides do peptideo de fusdo e da regido de dobradica; ambas as regides
encontram-se envolvidas na mudanga conformacional do dominio Il, a qual é
induzida pela diminuicdo do pH durante os eventos de fus&o do virus com a
membrana celular (REY et al. 1995). O dominio Il esta envolvido na ligagdo ao
receptor e contém epitopos criticos para a neutralizagcao tipo-especifica dos virus. A
maioria dos epitopos neutralizantes de WNV, YFV, DENV 2, TBE e JEV foram
mapeados para o dominio Il da proteina do envelope através de anticorpos
monoclonais. Esta neutralizagdo de epitopos distingue cada flavivirus, por exemplo
YFV de DENV2 (Figura -6) (VOLK, 2009).
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Figura 6 — Epitopos neutralizantes localizados no DIll de DENV2, WNV,YFV, JEV e TBE. Os

pontos vermelhos representam os aminoacidos reconhecidos por anticorpos monoclonais. As letras
representam o aa seguido pelo numero que indica a sua posigao no DIl da glicoproteina E dos
diferentes flavivirus. DENV2 K305(Lisina na posicao 305)P384(Prolina na posigcdo 384); WNV
T330(Treonina na posigdo 330)T332(Treonina na posigdo 332)K307(Lisina na posicdao 307); YFV
P325(Prolina na posicdo 325)S305(Serina na posicdo 305); JEV G333(Glicina na posigao
333)S/R331(Serina/Arginina na posi¢cao 331)D332(Aspartato na posi¢do 332)G302(Glicina na posi¢ao
302) Q/G306(Glutamina/Glicina na posi¢cao 306); TBE G368(Glicina na posi¢cao 368)Y384(Tirosina na
posicao 384)S389(Serina na posigado 389) Fonte: VOLK et al., 2009
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Mais de doze epitopos distintos ja foram identificados na superficie da
proteina E responsaveis por serem o0s alvos de anticorpos neutralizantes,
caracterizando a variagao do grau da potencia da neutralizagao in vitro e da eficacia
in vivo (PIERSON & DIAMOND, 2009).

O DI e DIl contém predominantemente epitopos tipo-especifico e sub-
complexos, enquanto o DIl contém a maioria dos epitopos que possuem reatividade
cruzada com os sub-grupos e grupos do género Flavivirus, 0s quais sao sensiveis a
reducao e desnaturagao e sao formados por sequéncias de aa descontinuas (Mandl
et al. 1989; Rey, Heinz et al. 1995; Goncalvez et al. 2004). Estudos recentes
descrevem a localizagdo de alguns dos epitopos responsaveis por induzir a
producao de anticorpos reativos contra flavivirus relacionados ) (CRILL & CHANG,
2004). Neste estudo, foram identificados seis residuos da glicoproteina E que séo
incorporados dentro de trés epitopos localizadas no dominio Il que possuem
reatividade cruzada nos flavivirus. Dois destes epitopos, os quais s&o reconhecidos
por anticorpos monoclonais distintos, contém residuos continuos sobrepostos
localizados dentro do peptideo de fusdo que é altamente conservado. O terceiro
epitopo descrito consiste de residuos descontinuos estruturalmente relacionados ao
aa triptofano que é altamente conservado nos flavivirus (Figura 5) (CRILL & CHANG,
2004; VAN DER SCHAAR et al., 2008).
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Figura 7 - Homodimero da glicoproteina do envelope de DENV 2. A imagem mostra uma viséo de

cima, olhando para baixo em diregao a superficie viral e retrata a localizagao dos residuos presentes
nos epitopos responsaveis pela reatividade-cruzada no grupo flavivirus, os quais sdo destacados em
verde. Os dominios funcionais e estruturais I, Il e lll estdo representados em vermelho, amarelo e
azul, respectivamente e as pontes dissulfeto sdo representadas com barras alaranjadas. As letras

representam o aminoacido seguido pelo numero que indica a sua posigao na glicoproteina do
envelope de DENV 2. L-leucina, G-Glicina, W-triptofano, T-treonina, E-acido glutamico Fonte: CRILL
& CHANG, 2004 - Modificado.
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Varios determinantes antigénicos em comum entre os virus do género
Flavivirus ja foram identificados através de experimentos com anticorpos marcados,
comprovando a existéncia de reatividade cruzada entre os diferentes membros de
cada subgrupo dos flavivirus. Entretanto, existe também um certo grau de variagéo
desta reatividade cruzada entre os diferentes membros do grupo (ALLWINN et al.,
2002).

Monath (2001) relata que infecgdes prévias com certos flavivirus heterdlogos
parecem modular os sintomas e a gravidade da febre amarela, sendo esse efeito
dependente do virus que causou a primeira infecgdo. Este trabalho sugere que a
infeccdo por DENV em particular, mas também de alguns flavivirus circulantes na
Africa podem ter uma protegdo cruzada parcial contra o virus da febre amarela.
Estudos epidemioldgicos com o YFV sugerem que a doenca é ausente na Asia em

parte pela existéncia de protecéo cruzada devido a hiperendemicidade da dengue.

MAKINO et al., demonstraram que amostras de soros de pacientes com
Dengue (DEN) Febre hemorragica do dengue (FHD) e Encefalite japonesa (JE) que
possuiam anticorpos pré-existentes contra outro flavivirus apresentaram reatividade

cruzada quando submetidos ao NT para DENV, JE e YFV.

No Japéao, onde apenas um flavivirus, o JEV, é prevalente, os testes de IH ou
ELISA sdo empregados para o diagndstico sorolégico sem problemas, pois a maioria
da populagdo nao é previamente imune a outro flavivirus, e ndo ocorre problemas
com reatividade cruzada. Enquanto nos paises do sudeste Asiatico tais como a
Tailéandia e o Vietnan, onde os virus da DEN e JE co-circulam e os surtos causados
por esses virus acontecem simultaneamente na estagao chuvosa, dificultando dessa
forma o diagnédstico especifico (MAKINO et al., 1994). Na regidao nordeste dos
Estados Unidos o diagnostico sorolégico de infecgdes recentes por WNV tem sido
realizado com relativa facilidade devido ao fato de a maioria da populacéao ter tido
contato com apenas um flavivirus, o WNV, entretanto o risco da dispersao do
mesmo para outras regides, onde a populagdo tenha anticorpos pré-existentes
contra outros flavivirus como JEV, YFV e DENV, a interpretacdo dos ensaios
soroldgicos realizados na rotina seria muito dificil (TESH et al., 2002).
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Além disso, a presenca de niveis sub-neutralizantes de anticorpos séricos que
possuem reatividade cruzada com os virus pertencentes ao género Flavivirus podem
resultar em um aumento dramatico na gravidade de infecgbes secundarias causadas
por flavivirus via “Intensificagdo da Infecgcdo Dependente de Anticorpo” (antibody
dependent enhancement - EDA) fendmeno descrito para algumas infecgdes virais
(CRILL & CHANG, 2004).

Ao contrario desses relatos de ADE descritos comumente para os casos de
dengue, experimentos em animais indicam que infecgbes anteriores com Flaviviurs
heterélogos reduzem a gravidade de desafios subsequentes com WNV. Resultados
de estudos experimentais com roedores, macacos e porcos, sugerem que anticorpos
contra flavivirus heterélogos modificam a infec¢do ou protegem contra a infecgéo
subsequente com WNV (TESH et al., 2002). Um estudo realizado para determinar o
grau de protegao-cruzada existente entre os membros do sorocomplexo de JEV, e a
possibilidade dese fendmeno ser usado para a protegao contra outras infec¢des por
WNV, demonstrou que a imunizacdo prévia de hamsters com os flavivirus
heterélogos JEV, SLEV e em menor eficacia YFV, modificaram a infecgdo e
protegeram os animais da encefalite fatal quando os mesmos foram desafiados
contra WNV. Este fenbmeno pode ser importante no desenvolvimento de vacinas
contra infec¢gdes por WNV bem como para determinagao da distribuicdo geografica
que é de extrema importéncia para a saude publica, ja que o WNV pode ser
introduzido em regides da América Central e Sul, onde outros flavivirus sao
endémicos (TESH et al., 2002).

Yamada et al.; 2003 relataram que como no Japao a maioria da populacéo é
imune ao JEV, principalmente devido a vacinagao contra essa doencga, é especulado
que a presenca de imunidade contra JEV module a resposta imune induzida pela
infecgdo por DENV. Neste estudo uma comparacao dos titulos de anticorpos contra
DENV e JEV, determinadas por ensaios de NT e IH em pacientes japoneses
confirmados para dengue, demonstrou que no NT os titulos de anticorpos contra o
sorotipo de DENV infectante € mais alto, corroborando com dados ja descritos na
literatura. Entretanto, os titulos de anticorpos contra antigenos de JEV determinados
por IH tenderam a ser mais altos do que os titulos de anticorpos contra os antigenos

de DENV. Esses resultados sugerem que existe uma relagéo inversa entre os titulos
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de anticorpos determinados por NT e IH em pacientes japoneses com dengue e que
a analise de espécimes de soro apenas por testes de IH pode confundir o
diagndstico sorologico de dengue. Dessa forma, eles sugerem que quando amostras
de soro forem testadas para confirmar infecgcdo por dengue em paises onde a
vacinagao contra JE é amplamente utilizada ou a JE é endémica, é recomendado o
teste de NT ao invés da IH se as amostras foram coletadas depois do sétimo dia da

doenca.

Portanto, a co-existéncia dos flavivirus em determinadas regides tem
aumentado a necessidade de técnicas capazes de distingui-los sorologicamente.
Dessa forma, ressalta-se a importancia de estudos epidemiolégicos com o intuito de
se conhecer a sua dispersdo. Tendo em vista que os sintomas iniciais de muitas
infeccbes causadas por virus do género Flavivirus sao similares e o alto grau de
reatividade cruzada pode ser observado em muitos ensaios sorolégicos o que
complica dramaticamente o diagnostico sorologico especifico (WANG et al., 2009;
POERSCH et al., 2004).

Dentre as inovagdes tecnoldgicas que podem potencialmente aperfeicoar os
métodos de diagnostico soroldgico de infecgdes por flavivirus, pode-se ressaltar, por
exemplo, o uso de peptideos sintéticos ou proteinas recombinantes (KORAKA et al.,
2002). Entretanto, mais estudos devem ser empregados durante o desenvolvimento
dos novos testes sorolégicos mais especificos de modo a comparar a sua eficiéncia
com os testes classicos, tal como o NT por redugdo do numero de placas dentre

outros.
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3 - Andlise da sequéncia da glicoproteina E

Conforme verificado na literatura a proteina E esta intimamente relacionada
com a reatividade cruzada entre DENV e outros flavivirus. Essa proteina possui
também uma imensa importancia no espectro de hospedeiros e tipos celulares
infectados, o0 que acaba por gerar certo grau de conservagcédo de sequéncia da
proteina E entre os diferentes flavivirus. Assim, pensa-se que o alto grau de
conservagao da proteina E, necessario para o seu papel funcional na biologia do
virus, acarrete na manutencao de diversos determinantes antigénicos conservados
entre os diferentes flavivirus, o que possivelmente acarreta na maior ocorréncia de
reatividade cruzada (VOLK et al., 2009).

Devido a essas evidéncias e a implicagdo direta das mesmas no diagndstico
sorologico de DENV, as sequéncias da proteina E de alguns representantes do
género Flavivirus foram escolhidas para este estudo, pois, da agado da proteina E
podem depender viruléncia e caracteristicas individuais de cada um dos Flavivirus.
Portanto, o gene codificador de E possui sequéncias variaveis, proprias de cada um
dos virus em estudo. Na TABELA 1 estao apresentadas as amostras dos Flavivirus
que foram analisadas neste estudo, a localidade, o ano de isolamento e os numeros

de acesso no GenBank também estao descritos.
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Tabela 1- Amostras de Flavivirus analisadas

Virus Amostra Origem N°. de acesso
Dengue virus 1 DENV-1 Mochizuki-Japao AB074760
Dengue virus 2 DENV-2 Jamaica M20558
Dengue virus 3 DENV-3 China AF317645
Dengue virus 4 DENV-4 Guiné Bassau M14931
Virus da encefalite do oeste WNV Argentina-amostra isolada do GQ379161
do Nilo cérebro de equino

Virus da encefalite japonesa JEV - M55506
Virus da febre amarela YFV-17D Amostra vacinal 17 D X03700
Virus da febre amarela YFV Franca U21056. 1
Virus da encefalite TBEV Coréia do Sul ABY16745

transmitida por carrapato

(-)Nao disponivel

*As sequéncias de aminoacidos, relativas a regido analisada nesse estudo foram obtidas do GenBank
(www.ncbi.nlm.nih.gov) e na home-page do Dengue Database Gene  Search
(http://www.denguedb.org/gene_search.asp?bhcp=1).

O alinhamento e posterior analise das sequéncias da proteina E foi feito com
o objetivo de verificar se as alteragdes ocorridas no gene E poderiam ser refletidas

no tema abordado neste trabalho.

Assim, o valor de identidade da sequéncia inferida de aa variou entre 97,7% e
36,7% entre as amostras de flavivirus analisadas. As amostras DENV 1 e DENV 3
apresentaram maior valor de identidade entre si - 76,5% - (Tabela 2), enquanto
DENV 2 e DENV 4 apesar de serem mais relacionados filogeneticamente
apresentaram um valor de identidade de 63,8% (Tabela 2). Quando comparados
com os outros flavivirus, os DENV apresentaram valores de identidade de aa

menores que variaram entre 36,7% e 50% - (Tabela 2).

Dentre os percentuais de identidade, os menores valores foram encontrados
quando o TBE foi comparado com os demais flavivirus, apresentando valores de
identidade que variaram de 36,7% a 40,5% (Tabela 2). Este resultado era esperado
uma vez que este virus é transmitido por carrapato enquanto os outros sao

transmitidos por mosquitos.
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Pode-se ainda averiguar a alta identidade dos YVF -silvestre e YFV-17D
quando comparados entre si 97,7% (Tabela 1). Estes resultados sdo coerentes com
a origem dos virus, uma vez que o YFV-17D é uma amostra atenuada derivada do

virus selvagem.

Tabela 2 - Porcentagem de identidade entre amostras de flavivirus

DENV- DENV- DENV- DENV- YFV YFV  TBEV

Amostras WNV JEV SLEV .
1 2 3 4 (17D) Silvestre

DENV-1

DENV-2 66,6%

DENV-3 76,5% 67%

DENV-4 63% 63,8% 63,0%

WNV 50 % 47% 45,6% 49,2%

JEV 48% 46% 47,5% 46,9% 78%

SLEV  494% 48% 47,8% 47,6% 72,8% 70,6%
YFV(17D) 41,3% 43% 40,1% 38,9% 43% 43% 43,6%

YFV 41,7% 43,5% 40,3% 391% 422% 42,6% 43,4% 97,7%

TBEV  37,3% 37,3% 36,7% 38,3% 39,6% 38,8% 40,5% 39,9% 39,9%

" As taxas de identidade de aminoacidos entre as amostras dos flavivirus selecionadas foram
calculadas pelo programa BioEdit. (HALL, T. disponivel em

http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html).

Foi possivel identificar no alinhamento os trés dominios da proteina E, assim
como descrito por LINDENBACH et al., 2007 e PIERSON & DIAMOND, 2008.
Conforme representado na (FIGURA 8), os dominios I, Il e lll estdo destacados em
verde, vermelho e azul respectivamente. Entretanto marcagdo dos dominios foi
baseada no trabalho de MODIS et al., 2004 que descreve os dominios da proteina E
de DENV, portanto, essas posi¢des podem variar alguns aminoacidos entre os virus

estudados.

Analisando a sequéncia inferida de aa foi possivel identificarmos o peptideo
de fusdo, destacado em roxo na FIGURA -6, uma regido altamente conservada
localizada no DII, corroborando com o trabalho de MODIS et al., 2004. De acordo

com CRILL & CHANG, 2004, alguns dos principais epitopos responsaveis por induzir
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a producao de anticorpos reativos contra flavivirus intimamente relacionados estao
localizados neste dominio. De fato, € de se esperar que um peptideo essencial no
processo de fusdo e consequentemente para o sucesso da infecgado tenda a se
manter conservado, pois, grandes variagdes no mesmo, poderiam influenciar na
capacidade de infecgao viral. Desta forma, anticorpos produzidos contra esse
dominio teriam maior chance de reagirem cruzadamente com outros flavivirus

intimamente relacionados.

Também foi possivel identificar uma regido altamente conservada entre os
DENYV localizada na posi¢cao 264 a 283 - destacada em caixa , que abrange os DI e
Il. Diante desta observacdo pode-se inferir que proteinas recombinantes fossem
construidas levando em consideracdo essa sequéncia, para posteriormente ser
utilizada no diagnéstico diferencial entre DENV e outros virus do género flavivirus.
Sendo que na posigao 264 a 269 é possivel observar uma pequena regiao de alta
similaridade entre WNV, JEV, SLEV e os quatro sorotipos de DENV.

Ao contrario do DII, o DIl ndo apresentou regides de grande identidade. Este
resultado é interessante quando comparado com o trabalho de VOLK et al., 2009,
que demonstra epitopos neutralizantes diferentes localizados no DIll entre os
flavivirus (Figura 6). Diante destes resultados, podemos inferir que a projecéo do DllI
para a fora da superficie viral como demonstrado na (Figura 4b), resulta em uma
maior pressao seletiva por parte do hospedeiro culminando em maior variabilidade
antigénica deste dominio. Desta forma, a chance de reatividade cruzada acontecer
neste dominio € menor se comparada ao DIl, que por sua vez mostrou regiées bem

conservadas conforme observado acima.
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FIGURA 8 : Alinhamento da sequéncia inferida de aa codificada pelo gene E da amostras dos
seguintes Flavivirus: DENV-1, DENV-2, DENV-3, DENV-4, WNV, JEV, SLEV, TBEV, YF (Vacina
17D) e YF (amostra silvestre). " Os alinhamentos das sequéncias inferidas de aminoacidos foram
realizados com o auxilio dos programas Clustal W versao 1.6 implementado no pacote MEGAS3.1
(THOMPSON et al, 1994; KUMAR et al, 2004; http//megasoftware.net) e BioEdit (HALL, T.
disponivel em http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html).Os numeros de acessos das
seqliéncias analisadas sdo: Dengue virus 1 (AB074760); Dengue virus 2(M20558); Dengue virus
3(AF317645); Dengue virus 4(M14931); Virus da encefalite do oeste do Nilo(GQ379161); Virus da
encefalite japonesa(M55506); Virus da febre amarela vacinal(X03700); Virus da febre amarela-
silvestre(U21056. 1); Virus da encefalite transmitida por carrapato(ABY16745) .(.) indica identidade de
aa. O dominio que promove a fusdo do virus a membrana celular esta exibido em verde acima das
sequéncias de aminoacidos. os dominios I, Il e lll estdo destacados em verde, vermelho e azul
respectivamente: dominio | compreendido entre os aa 1 e 52, 132 e 193, 280 e 296; dominio Il entre
os aa 52 e 132, 193 e 280 e dominio Ill entre os aa 296 e 493.
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4- Metodologia

Para a execugdo deste trabalho foi realizado inicialmente um amplo
levantamento bibliografico em literatura cientifica especializada através da procura
por artigos cientificos relacionados com o tema proposto. Esses artigos foram
selecionados em sites de divulgagao cientifica, como PubMed e portal Capes. As
pesquisas foram direcionadas para o tema proposto através da busca por palavras-

chave relacionadas ao tema, tais como “cross-reactivity”, “Flavivirus”, “laboratorial
diagnosis” e “DENV”, dentre outras. Apds o levantamento bibliografico, a préxima
etapa de analise consistiu na leitura dos trabalhos selecionados guiada de forma a
evidenciar as implicagbes da reatividade cruzada no diagndstico sorolégico de
infecgdes por flavivirus. As citagdes dos trabalhos selecionados foram sempre
observadas a fim de possibilitar a identificagdo de novas informagdes sobre o tema
proposto, minimizando as chances de trabalhos relevantes ndo serem detectados
pelo método do uso das palavras-chave. Finalmente uma revisdo bibliografica foi

escrita baseada na literatura cientifica selecionada.

De acordo com o levantamento bibliografico realizado na etapa anterior foi
realizada a selegdo das principais regides da proteina do envelope responsaveis
pela reatividade cruzada entre DENV e outros flavivirus. As sequéncias de
aminoacidos, relativas a regidao analisada nesse estudo foram obtidas do GenBank
(www.ncbi.nlm.nih.gov) e na home-page do Dengue Database Gene Search

(http://www.denguedb.org/gene_search.asp?bhcp=1).

Os alinhamentos das sequéncias inferidas de aminoacidos foram realizados
com o auxilio dos programas Clustal W versao 1.6 implementado no pacote
MEGAS3.1 (THOMPSON et al., 1994; KUMAR et al., 2004; http//megasoftware.net) e
BioEdit (HALL, T. disponivel em http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html).
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5- Conclusao

Diante dos dados analisados observa-se a necessidade de um entendimento
maior sobre os epitopos responsaveis pela reatividade cruzada entre DENV e outros
flavivirus, sendo que estes parecem estar principalmente localizados no DIl da
glicoproteina E. Portanto, mais pesquisas sdo de fundamental importancia para
fornecer respostas a saude publica sobre as importantes doencas causadas pelos
DENV.

Contudo, diante das dificuldades encontradas para se diagnosticar as
infeccbes causadas pelo DENV, torna-se evidente a necessidade do
desenvolvimento de novas estratégias laboratoriais para fornecer um diagndstico
mais rapido e preciso, os quais também contribuirdo para transpor a grande
dificuldade encontrada em programas de prevencgéo e levantamento epidemiologico
das doencas causadas pelo DENV. Pois, os anticorpos sorotipos-especificos podem
fornecer informagdes sobre os sorotipos prevalentes em areas onde a dengue é
endémica, bem como serem monitorados em estudos para o desenvolvimento de
vacinas. Além disso, os testes sorolégicos complementam o isolamento viral e o
diagndstico molecular, ou quando isso ndo é possivel servem como meio alternativo

de diagndstico.
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