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RESUMO

A dengue é uma arbovirose transmitida ao ser humano, através da picada de fémeas do mosquito
Aedes aegypti infectadas. A doenca é endémica em 112 paises da Africa, das Américas, do
Mediterraneo, do Sudeste Asiatico e do Pacifico Oeste. Conforme Estimativas da Organizagdo
Mundial de Saude, 40% da populacédo mundial vive em areas de risco para dengue. A caracterizacéo
molecular contribui para compreender e acompanhar a diversidade genética do Dengue virus, assim
como, a variabilidade da viruléncia dos isolados virais circulantes. Em Minas Gerais, circulam o0s
quatro sorotipos do Dengue virus, porém poucos estudos vém sendo realizados sobre sua dindmica
populacional. O isolado BR/Alfenas/2012, analisado neste estudo, foi obtido a partir da amostra de
soro de um paciente com febre hemorragica da dengue. A regido codificadora da proteina E e NS5
foram amplificadas por RT-PCR e utilizadas nos estudos filogenéticos. As andlises agruparam este
isolado no gendtipo V, linhagem L1, pr6xima a isolados provenientes do Rio de Janeiro, do Norte do
Brasil e outros isolados da Venezuela e Colédmbia. A analise filogeografica forneceu evidéncias que o
isolado BR/Alfenas/2012 é descendente direto de amostras do Rio de Janeiro de 2010 e 2011, tendo
como ancestral comum o isolado DENV-1/VE/BID-V2468/2008, proveniente da Venezuela. A andlise
da regido codificadora da proteina E, mostrou que o isolado BR/Alfenas/2012 apresenta uma
diferenca de 14 bases em relac@o aos outros isolados presentes no mesmo genoétipo e linhagem,
gerando desta forma, muta¢gBes sinbnimas e ndo-sinbnimas. Para caracterizar o potencial virulento
desta amostra, camundongos Swiss foram infectados por via intraperitoneal com 1 x 10* unidades
formadoras de placas. Sete dias pés-infeccdo os animais foram sacrificados e o figado retirado para
estudo histopatolégico, onde os animais infectados apresentaram infiltrados inflamatérios, esteatose
hepatica, além de edema, hemorragia e pontos de necrose focais. Este € o primeiro relato do
isolamento de DENV-1, no Sul do estado de Minas Gerais, o que possibilita iniciar uma inferéncia
sobre a distribuicdo genética e diversidade desse virus, nesta regiéo.

Palavras-chave: Dengue virus. Febre Hemorragica da Dengue. Andlise filogenética.



ABSTRACT

Dengue virus is an arbovirus transmitted to humans through the bite of infected female Aedes aegypti
mosquitoes. The disease is endemic in 112 countries in Africa, Americas, Mediterranean, South East
Asia and Western Pacific. The World Health Organization estimates that 40% of the world population
lives in areas at risk for dengue. Molecular characterization helps to understand and monitor the
genetic diversity of DENV, as well as the variability in virulence of circulating viral isolated. The four
serotypes of DENV circulate in Minas Gerais state, however few studies have been conducted about
the population dynamics of DENV in this state. The isolate BR/Alfenas/2012 analyzed in this study
was obtained from the serum sample from a patient with dengue hemorrhagic fever. The coding
region of the E and NS5 protein were amplified by RT-PCR and used in phylogenetic studies. The
analysis grouped this isolate in genotype V, line L1, getting very close to isolates from Rio de Janeiro,
Brazil's North and other isolated from Venezuela and Colombia. The phylogeographic analysis
provided evidence that the isolated BR/Alfenas/2012 is a direct descendant of samples from Rio de
Janeiro in 2010 and 2011, and the common ancestor isolated DENV-1/VE/BID-V2468/2008, from
Venezuela. Analysis of the coding region of the E protein showed that the isolated BR/Alfenas/2012
differ from 14 to other isolates from the same genotype and lineage, thereby generating mutations
synonymous and non-synonymous. To characterize the virulent potential of this isolate, Swiss mice
were infected with 1 x 10* plaque forming units. Seven days after infection, the animals were sacrified
and the liver removed for histopathological analysis. The liver of infected animals showed a presence
of inflammatory cells, steatosis and also focal points of edhema, hemorrhage and necrosis. This is the
first report of the isolation of DENV-1, in the south of Minas Gerais, which allowed starting an
inference about the distribution and genetic diversity of the virus.

Key words: Dengue virus. Dengue hemorragic fever. Phylogenetic analysis.
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1 INTRODUCAO

A dengue é uma arbovirose transmitida ao ser humano através da picada de
fémeas do mosquito Aedes aegypti infectadas. A doenca é atualmente endémica em
112 paises da Africa, das Américas, do Mediterrdneo, do Sudeste Asiatico e do
Pacifico Oeste. Para este ano, estima-se que quase metade da populagdo mundial,
cerca de 3,6 bilhdes de pessoas, esteja vivendo em areas de risco para dengue
(WILDER-SMITH et al., 2012). O Dengue virus (DENV) infecta de 50 a 100 milhdes
de pessoas a cada ano, com 500.000 pacientes desenvolvendo a doenca mais
grave, ou seja, Febre Hemorragica da Dengue (FHD) e/ou Sindrome do Choque do
Dengue (SCD), levando a internacfes e cerca de 20.000 mortes, principalmente em
criancas (BURKE; MONATH, 2001; GUBLER, 2002; WORLD HEALTH
ORGANIZATION - WHO, 2006).

Ha variacdes nas manifestacdes clinicas causadas pela infeccdo com o DENV,
desde casos assintomaticos, que representam a maioria, ou casos onde ocorra a
Febre do Dengue (FD), e a FHD/SCD. Ap6s um periodo de incubacéo de 4 a 7 dias,
os individuos com FD podem apresentar sintomas abruptos, como febre, dor de
cabeca, dor retro-orbital, mialgias, prostracdo, manchas na pele, linfoadenopatia e
leucopenia. Ja na FHD, pode ocorrer plaquetopenia, hemoconcentracéo, presenca
de sangramento espontaneo, insuficiéncia circulatéria e choque, podendo levar o
paciente a oObito, devido o aumento da permeabilidade vascular (OISHI et al., 2007;
RIGAU-PEREZ et al., 1998).

Para acompanhar a dispersdo viral, bem como qual sorotipo circula em
determinada regido, sdo realizados estudos de caracterizacdo molecular. Esses
contribuem para compreender e acompanhar a diversidade genética dos DENV,
assim como, a variabilidade da viruléncia dos isolados virais (HOLMES; BURCH,
2000). A andlise genética dos DENV permite o monitoramento da transmisséo de
genadtipos virais, associados ao aparecimento e/ou aumento de casos graves da
doenca, identificando areas de alta diversidade viral e padrbes de fluxo génico
(FOSTER et al., 2003; MOTA et al., 2002).

Em Minas Gerais, circulam os quatro sorotipos do DENV (MINAS GERAIS,
2013). O que pode favorecer o aparecimento dos casos graves da doenga. Porém,
poucos estudos vém sendo realizados sobre a dindmica populacional do DENV no

estado. No Sul do estado de Minas Gerais, este é o primeiro relato do isolamento e
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andlise filogenética do DENV-1, o que possibilita iniciar uma inferéncia sobre a
distribuicdo genética e diversidade desse isolado, bem como compreender a
propagacéao espaco-temporal do DENV na regiéo.

A doenca causada pelo DENV afeta milhares de pessoas em todo o mundo,
principalmente em paises com clima temperado, em regifes tropicais e subtropicais,
tais como o Brasil. O sequenciamento do genoma viral, ou de partes dele, permite
uma melhor compreensdo dos processos evolutivos e migratorios do DENV,
permitindo uma melhor compreensdo da epidemiologia da doenca. A identificacdo
genotipica se mostra uma importante abordagem para determinar a origem e a
dispersédo de epidemias e para tentar estabelecer correlagéo de viruléncia entre as
variantes dos DENVs. Com isso, visamos realizar a analise molecular e filogenética
de um isolado viral de DENV-1, possivelmente circulante no Sul do estado de Minas

Gerais.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 MORFOLOGIA DO Dengue virus

O DENV é um virus envelopado, pertencente a familia Flaviviridae, género
Flavivirus, esférico, com diametro entre 40-50 nanometros. E classificado como um
virus RNA fita simples positivo, com cerca de 11 kilobases de comprimento, cujo
RNA possui ha extremidade 5 um cap, e na extremidade 3’ ndo ha cauda poli A
(FIGURA 1). O genoma viral codifica uma Unica janela aberta de leitura (ORF), que
codifica trés proteinas estruturais e sete ndo estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3,
NS4A, NS4B e NS5). As proteinas estruturais sdo o capsideo (C), responséavel pela
forma esférica da particula viral, possui 11 KDa, encapsula o RNA gendmico,
formando o nucleocapsideo, que também € cercado por uma bicamada lipidica. A
proteina precursora de membrana (prM) de 8 KDa, € glicosilada, sendo clivada
durante a replicacao viral gerando a glicoproteina de membrana (M), que juntamente
com a proteina do envelope (E), de 56 KDa, formam o revestimento externo da
particula viral (FIGURA 2) (GUZMAN et al., 2010).

5' UTR
NS2A NS|4A
c M E N51m NS3 NS5
| r
NS2B NS4B 3"UTR

Figura 1 - O genoma do DENV
A Unica janela aberta de leitura codifica as trés proteinas estruturais (capsideo, membrana
e envelope) e sete proteinas ndo estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e
NS5). O genoma possui ainda nas regides 3’ e 5, regides ndo traduzidas (UTR)

Fonte: Guzman et al. (2010).
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Figura 2 - Modelo de uma particula viral do Dengue virus (virion)
Fonte: Barth (2000).

A superficie do DENV é composta de 180 cépias da glicoproteina do envelope
(proteina E) e da proteina de membrana (proteina M). A proteina E contém uma
sequéncia peptidica de fusdo classe Il que € importante para a invasao viral em uma
célula hospedeira. Ha grandes diferencas estruturais entre os envelopes do DENV
imaturos e maduros (KUHN et al., 2002; ZHANG et al., 2003). A particula do DENV

7

imaturo é coberta com 60 trimeros assimétricos de heterodimeros prM-E que se

projetam como pontas na superficie do DENV (FIGURA 3).

FIGURA 3 - Virus da dengue imaturo e maduro. (A) Particula viral imatura. Possui 60 proteinas
“spikes” (circulo branco) que se projetam, a partir de sua superficie, tornando-se muito
menos suave do que a forma madura. (B) Estrutura viral madura. A superficie do virus é
mais suave e sua membrana é totalmente fechada por um envoltério de proteinas. Uma
série € composta por trés dimeros paralelos de proteina do envelope, os diferentes
dominios que sao representados por cores diferentes (dominios I, Il e lll, sdo de cor
vermelha, verde e azul, respectivamente) e o peptidio de fusdo € mostrado em verde.

Fonte: Qi, Zhang e Chi (2008).
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Em condi¢Bes acidas, as particulas prM ndo sdo capazes de realizar a fusdo
com as células do hospedeiro. Para que isso ocorra é necessario que heterodimeros
prM-E sejam dispostos de modo que formem picos de trimeros assimétricos, onde
0S pré-peptideos cubram e ocultem a fusdo dos peptideos na glicoproteina E
(ZHANG et al., 2003). Durante a maturagdo, a parte N-terminal da proteina prM é
clivada pela furina (uma protease da célula hospedeira), induzindo um rearranjo da
proteina E que por sua vez é essencial para o processo de fusdo. No virus maduro,
a proteina E existe como um homodimero que se encontra na membrana viral sob a
forma de 30 rafts. Cada raft contém trés dimeros paralelos dispostos em simetria

icosaédrica e organizados em um padrao de espinha de peixe (KUHN et al., 2002).

2.2 CICLO DE REPLICACAO

O ciclo de replicagédo do DENYV inicia-se quando o vetor alimenta-se de sangue
e 0 virus é introduzido no hospedeiro. O virus liga-se e entra numa célula hospedeira
permissiva (células dendriticas imaturas, células parenquimais hepéaticas,
macréfagos dos ganglios linfaticos, figado e baco, células neuronais, células
endoteliais e mondcitos do sangue periférico) mediada pelo receptor de endocitose.

O DENV reconhece moléculas presentes na superficie dessas células, tais
como, o receptor CD209 (Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion molecule-3-
Grabbing Non-integrin - DC-SIGN), sulfato de heparina e o receptor para a porcéo
constante dos anticorpos (Fc) de imunoglobulinas. Nesse processo tem papel de
destaque a proteina E, que tem fungcédo de promover a ligagdo do DENV ao receptor
celular, o que permite a penetracdo e endocitose na célula hospedeira. Apls a
internalizacao e acidificacdo do endossomo ocorre fusdo das membranas virais e
vesiculares, o que permite a entrada do nucleocapsideo (NC) no citoplasma e o
desnudamento do genoma, com concomitante liberagdo do RNA viral (FIGURA 4)
(KNIPE et al.,, 2001; MARTINA; KORAKA; OSTERHAUS, 2009; RODENHUIS-
ZYBERT; WILSCHUT; SMIT, 2010).

O NC é, entédo, liberado para o citoplasma, conduzindo a dissociacdo da
proteina C e do RNA viral. Uma vez que o genoma € liberado no citoplasma, ocorre
a traducdo do mesmo em uma Unica poliproteina que sera processada por proteases
virais e do hospedeiro. A replicacdo viral inicia-se com a sintese da fita negativa, que

serve como molde para a producdo de uma fita dupla, a partir da qual sdo
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sintetizadas vérias copias de fitas positivas de RNA. No ciclo de replicacdo viral, do
DENV, o RNA viral age como um RNA mensageiro e utiliza fatores da célula do
hospedeiro para traduzir a poliproteina viral. A replicacdo do genoma ocorre nas
membranas intracelulares, sendo que a montagem e formacéo de particulas virais
imaturas ocorrem na superficie do Reticulo Endoplasmético (RE), quando as
proteinas estruturais e o RNA, recém-sintetizado, ocupa o limen do RE. Sucessivos
ciclos de traducdo produzem multiplas coOpias das proteinas virais, as quais
juntamente com RNA viral, participam da formacdo, maturacdo e secrecdo da
particula viral, as quais séo transportadas através do compartimento de Golgi
(ALLISON et al., 1995; BRINTON, 2002; LINDENBACH; RICE, 2003; KNIPE et al.,
2001).
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Figura 4 - Ciclo de replicacdo do DENV

O DENV se liga aos receptores (1) e entra na célula (2) por meio de endocitose mediada
por receptor. A acidificacdo endossomal (3) resulta em uma trimerizacao irreversivel da
proteina viral E, expondo o dominio de fus@o. ApGs ter sido liberado, o RNA viral é
traduzido (4) e processado em trés proteinas estruturais e sete proteinas ndo estruturais.
Apb6s o complexo de replicacdo viral ser sintetizado, a traducdo do RNA viral termina e a
sintese de RNA (5) se inicia. Posteriormente, sucessivos ciclos de traducao (6) sdo
seguidos pela montagem da particula viral no Reticulo Endoplasméatico. O virion é
maturado no compartimento de Golgi (7) e sai através da via secretora do hospedeiro

Fonte: Adaptado de Clyde, Kyle e Harris (2006, p. 11419).
As particulas subvirais e virais imaturas, ndo sao infecciosas, sendo necessario
seu transporte através da rede trans-Golgi, onde, entdo, séo clivadas pela protease

celular, denominada furina, resultando em particulas maduras (infecciosas) e
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subvirais. Os virions maduros e as particulas subvirais sdo liberados, a partir da
célula hospedeira, por exocitose (MUKHOPADHYAY; KUHN; ROSSMANN, 2005).

A proteina C é a primeira proteina estrutural a ser sintetizada durante o
processo de traducdo viral. A pré-M é encontrada em virions imaturos intracelulares.
Jé a proteina M, € encontrada apenas ap0s a liberagcdo da particula viral (exocitose),
guando o virion se encontra maturo. A clivagem da pré-M em M favorece a
reorganizacdo da superficie do virus para exposicdo do dominio de ligacdo do
receptor E, o que contribui para a infectividade viral (HENCHAL; PUTNAK, 1990; YU
et al., 2008). A proteina E possui varias funcées no ciclo de replicacdo viral, tais
como, ligacdo ao receptor da célula hospedeira, fusdo especifica de membrana e
montagem viral (GUZMAN; KOURI, 2004).

2.3 PATOLOGIA

De acordo com Martina, Koraka e Osterhaus (2009) os mecanismos para as
manifestacbes graves de infeccbes pelo DENV ainda ndo sdo totalmente
compreendidos, mas se trata de uma doenca multifatorial onde ha uma complexa
interacdo entre fatores virais e do hospedeiro.

A doenca é transmitida quando mosquitos vetores, principalmente fémeas
Aedes Aegypti infectadas, alimentam-se do sangue humano, durante o periodo de
viremia. O virus passa do trato intestinal para as glandulas salivares do mosquito,
apos um periodo de incubacao extrinseco, um processo que leva cerca de 10 dias
(WATTS et al., 1987).

Na pele, o DENV pode infectar varias células do sistema imune, principalmente
células dendriticas residentes no tecido, macréfagos e mastdcitos (WU et al., 2000).
As células dendriticas infectadas amadurecem e migram para os ganglios linfaticos
regionais ou locais, onde apresentam antigenos virais as células T, iniciando a
resposta imune celular e humoral. H4 também evidéncia de replicacdo abundante do
DENV em células parenquimais hepaticas e em macrofagos nos ganglios linfaticos,
figado e baco, bem como nos mondcitos do sangue periférico (JESSIE et al., 2004).

Alguns fatores de risco podem estar diretamente relacionados com a
fisiopatologia da dengue, levando a um maior risco de se desenvolver a FHD/SCD,
sendo que o principal fator, apontado pelos pesquisadores, seria a ocorréncia de

uma infeccdo secundaria, em um mesmo individuo, por um sorotipo diferente
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(BURKE et al., 1988; ENDY et al., 2002). Nesse caso, 0s anticorpos induzidos pela
infecc@o anterior, ao invés de proteger contra a segunda infeccdo, por um sorotipo
diferente, contribuem para a entrada do virus nas células, através dos receptores
para as por¢cdes Fc das imunoglobulinas, promovendo a replicacdo viral. Este
mecanismo inicialmente proposto por Halstead e O'Rourke em 1977 foi denominado
de Anticorpos Potencializadores da Infeccdo (Antibody-Dependent Enhancement).
Dessa forma, os anticorpos heterdlogos pré-existentes, produzidos em uma infeccao
primaria, sdo capazes de reconhecer os epitopos do DENV, formando complexos
antigeno/anticorpo, os quais sdo reconhecidos e internalizados pelas células
mononucleares, através dos receptores da por¢do constante dos anticorpos, sem,
no entanto, neutralizar o virus.

Ainda, existém evidéncias que anticorpos soro-especifico (homédlogos), sejam
produzidos em niveis subneutralizantes, podendo interagir com o DENV, sem que
haja neutralizacdo (HALSTEAD, 2003; MATHEW; ROTHMAN, 2008; KLIKS et al.,
1988). Como os anticorpos heterélogos, ou mesmo os anticorpos homélogos em
niveis subneutralizantes, ndo sdo capazes de neutralizar a infec¢cdo, hd uma intensa
replicacdo viral no interior das células fagocitarias, aumentando o nimero de células
infectadas, e consequentemente aumentando a carga viral no hospedeiro
(GONCALVEZ et al., 2007; LI et al., 2013).

Outra teoria relacionada a imunopatogenese da Dengue € baseada na
atividade cruzada de células T. O modelo proposto como teoria do pecado
antigenico original (original antigenic sin), refere-se a producdo de células T de
memoéria que desempenham reacdo cruzada aos diferentes sorotipos do DENV. A
reatividade cruzada destas células é caracterizada pela falha de estabelecer uma
resposta eficaz contra o sorotipo infectante (homologo) e pela intensa proliferacéo
de células T que combatem o sorotipo que causou a infeccéo anterior (heterdlogo).
Portanto, essas células T possuem baixa afinidade para o sorotipo do virus causador
da atual infecgéo, producéo alterada de citocinas, dificuldade na eliminagéo do virus,
aumentando desta forma, a viremia e 0s eventos hemorragicos (KURANE et al.,
2011; MONGKOLSAPAYA et al.,, 2003, 2006). Isso se deve ao fato de que os
linfocitos T CD8" gerados, ligam-se fracamente ao complexo principal de
histocompatibilidade (MHC), que apresentam epitopos do virus causador da
infeccdo. Também ocorre a apresentacdo de um fenétipo apoptético que dirige as

células T CD8" a morte celular programada, antes de exercerem sua fungéo antiviral
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e controlarem a infeccdo (MALAVIGE et al., 2012; NIELSEN, 2009; CHATURVEDI,
NAGAR; SHRIVASTAVA, 2006).

Portanto, uma das consequéncias da infec¢cado secundaria por DENV e ativacao
de células T é a producdo de varias citocinas que estédo implicadas na fisiopatologia
da dengue, tais como o interferon gama (INF-y), o fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a), a interleucina (IL) 6, IL-8 e IL-10 (STEPHENSON, 2005). O sinergismo que
se da entre a ativacdo de células T e a producdo de citocinas e mediadores
quimicos acaba por aumentar a permeabilidade vascular, induzir a trombocitopenia,
levando a hemorragia, o que contribui para o desenvolvimento de FHD/SCD
(MARTINA; KORAKA; OSTERHAUS, 2009).

Segundo Avirutnan et al. (2006), a ativacdo excessiva do sistema complemento
na superficie do endotélio contribui para aumentar o extravasamento vascular,
comum nas formas graves da dengue. Isso ocorre devido aos altos niveis da
proteina NS1 no sangue e a existéncia de anticorpos anti-NS1, pré-existentes, que
desendecadeam a ativacdo do complemento favorecendo o0 extravasamento
vascular (KURANE, 2007; GUZMAN et al. 2002). O NS1 atenua a ativacdo da via
classica e da via das lectinas do complemento na superficie do virus pela interacao
direta com C4, promovendo sua degradagcédo em C4b. Desse modo, a NS1 protege o
DENV através da neutralizacdo dependente do complemento na solucéo
(AVIRUTNAN et al.,, 2010). Também, na fase de defervescéncia aparecem altos
niveis de C3a e Cba ativados no plasma, seguido de reducdo acentuada dos
componentes do complemento na SCD. Essas citocinas quando secretadas em
grande quantidade podem produzir reposta inflamatéria local, e a nivel sistémico,
podem levar ao colapso circulatorio (MARTINA; KORAKA; OSTERHAUS, 2009;
NIELSEN, 2009; KURANE, 2007).

2.4 DENV NO BRASIL E NO MUNDO

A incidéncia de dengue tem crescido de forma acentuada em todo o mundo
nas ultimas décadas. Mais de 3,6 bilhdes de pessoas (40% da populagdo mundial)
vivem em areas de risco de transmisséo de dengue (WILDER-SMITH et al., 2012). A
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima que pode haver de 50 a 100 milhdes
de infec¢Bes por dengue em todo o mundo, a cada ano. Antes da década de 1970,

apenas nove paises relataram epidemias de dengue grave. No entanto, a doenca é
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agora endémica em mais de 100 paises na Africa, nas Américas, no Mediterraneo
Oriental, no Sudeste Asiatico e no Pacifico Ocidental. As Américas, 0 Sudeste
Asiético e o Pacifico Ocidental sdo os mais gravemente afetados, ultrapassando 1,2
milhdes de casos em 2008 e mais de 2,3 milhdes em 2010. Em 2010, 1,6 milhdes de
casos de dengue foram notificados apenas nas Américas, dos quais 49.000 casos
foram de dengue grave (WHO, 2012).

Estima-se também, que em 2010, houve 96 milhdes de infeccdes aparentes
por dengue em todo mundo, das quais a Asia contribui com 70% (cerca de 67
milhdes de infecgbes) (FIGURA 5). A india contribuiu com 34% (cerca de 33 milhdes
de infec¢des) (CHAKRAVARTI; ARORA; LUXEMBURGER, 2012; KAKKAR, 2012).
As Américas contribuiram com 14% (cerca de 13 milhdes de infeccbes), das quais
mais da metade ocorreram no Brasil e México. Estima-se também que houve 294
milhdes de infec¢gBes assintomaticos em todo o mundo em 2010 (BHATT et al.,
2013).

Probabilidade
de ocorréncia

P 1

- 0

Figura 5 - Areas de alto e baixo risco de ocorréncia de dengue
Vermelho: alta probabilidade. Verde: baixa probabilidade

Fonte: Bhatt et al. (2013).

A cada ano cerca de 500.000 pessoas com dengue grave necessitam de
hospitalizacdo e aproximadamente 2,5% das pessoas afetadas morrem. O aumento
da doenca em todo o mundo é atribuido a varios fatores, mas é em grande parte,
resultado de um aumento da populacdo mundial, aumento da urbanizacao
(propiciando criadouros para reproducdo do vetor), e diminuicdo do apoio aos
programas de controle de vetores, fatores convergentes em areas tropicais e
subtropicais (GUBLER, 2004; WHO, 2012).

De 2001 a 2007, mais de 30 paises das Américas notificaram mais de 4,3

milnBes de casos de dengue. Os casos de FHD, no mesmo periodo, foram de
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106.037. O numero total de mortes por dengue de 2001 a 2007 foi de 1.299, com
uma letalidade de 1,2% pela FHD (ORGANIZAC;AO PAN-AMERICANA DE SAUDE -
PAHO, 2008).

Os paises do Cone Sul, que sao a Argentina, o Brasil, o Chile, o Paraguai e o
Uruguai, no periodo de 2001 a 2007, foram responsaveis por 64,6% (2.798.601) de
todos os casos de dengue nas Américas, dos quais 6.733 foram por FHD, com um
total de 500 mortes. No Brasil, foram notificados 98,5% casos, que também relata a
maior taxa de letalidade na sub-regido (WHO, 2009).

A primeira evidéncia de ocorréncia de epidemia de dengue no Brasil se deu em
1982, quando foram isolados os sorotipos DENV-1 e DENV-4, em Boa Vista
(OSANAI, 1984). Apbés o periodo de interrupcdo da transmissdo da dengue, o
sorotipo DENV-1 foi reintroduzido em 1986, na cidade de Nova Iguacu,
disseminando-se para as cidades vizinhas, incluindo Niteréi e Rio de Janeiro. Neste
mesmo ano ja atingia o Ceara e Alagoas, e em 1987, Pernambuco. Nesse periodo
surtos localizados em pequenas cidades de Sao Paulo, Bahia e Minas Gerais foram
relatados (TEIXEIRA; BARRETO; GUERRA, 1999).

Entre 1986 e 1987 circulava exclusivamente o DENV-1, com apenas casos de
FD, onde se observou baixa endemicidade da doenca. Com a introducdo do DENV-
2, circulando simultaneamente com o DENV-1, houve um ressurgimento da doenca,
de grandes proporcbes em 1990. O surgimento do DENV-2 trouxe consigo os
primeiros diagndsticos de FHD no pais, quando foram confirmados 462 casos e oito
Obitos. Nos anos subsequentes, a circulacé@o viral (DENV-1 e DENV-2) se expandiu
rapidamente para outras areas do territorio brasileiro, acompanhando a expanséo do
vetor, 0 Aedes aegypti, e a co-cirulacado dos dois sorotipos (TEIXEIRA et al., 2005;
SIQUEIRA et al., 2005).

O sorotipo DENV-3 foi introduzido no Brasil em janeiro de 2001, e foi
responsavel pela epidemia de 2002, quando foram notificados aproximadamente
800 mil casos de dengue (80% das ocorréncias de dengue do continente americano)
(NOGUEIRA et al., 2005). O DENV-4 foi reintroduzido no Brasil em julho de 2010,
em Boa Vista. Posteriormente, este sorotipo foi detectado nos estados do Amazonas
e Para, se espalhando para Bahia, Pernambuco e Piaui. Em 2011, ocorreram 0s
primeiros episédios da doenca na regido Sudeste, no estado do Rio de Janeiro.

Atualmente, o sorotipo 4 se encontra circulando em pelo menos 11 dos 27 estados
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do Brasil, sendo eles: Amazonas, Roraima, Para, Piaui, Ceara, Pernambuco, Bahia,
Séo Paulo, Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul e Minas Gerais (BRASIL, 2011).

Com relacéo aos casos de dengue no Brasil, pode-se destacar que na década
de 2000, registrou-se 13.493 casos confirmados de FHD e 40.504 de Dengue com
Complicacdo (DCC). Deste total, houve 1.622 6bitos, sendo 898 (55,4%) por FHD e
724 por DCC. A letalidade por FHD, nesse periodo, foi de 6,7%, atingindo mais de
10% em 2006 e 2007, enquanto a letalidade por DCC foi de 1,8% (BRASIL, 2010).

Em Minas Gerais, no ano de 2013, foram confirmados cerca de 350.000 casos
de dengue. Destes casos, 89 foram classificados como FHD e 301 como DCC. Os
casos de morte por dengue no estado foram de 111 (MINAS GERAIS, 2013).

2.5 MANIFESTACOES CLINICAS E DIAGNOSTICO

Os quatro sorotipos do DENV tém a capacidade de poder produzir tanto a
forma leve, quanto a forma grave da Dengue. O espectro da doenca pode variar,
desde uma sindrome febril leve, ndo especifica, no caso da FD, as formas graves da
doenca a FHD/SCD. As formas graves geralmente se manifestam apds uma fase
febril, dois a sete dias apdés o surgimento da febre (WHO, 1999; CENTERS FOR
DISEASE CONTROL AND PREVENTION - CDC, 2009; ROSS, 2010). A FD se
caracteriza por possuir um curso autolimitado, apesar de desconfortavel, mostra-se
relativamente benigno. JA a FHD pode aparecer como uma infeccdo de inicio
relativamente benigno, porém pode se desenvolver rapidamente em uma doenca
com risco de morte, principalmente na etapa de defervescéncia (CDC, 2009).

A figura 6 mostra como a infeccdo pela dengue é clinicamente dividida. A
doenca assintomatica ocorre em metade dos individuos, ndo apresentando sinais ou
sintomas clinicos da doenca. Na febre indiferenciada, ha febre, com sintomas leves,
nao especificos, semelhantes a outras doencas febris agudas. Na FD, com ou sem
hemorragia, os sintomas iniciais sao febre alta de 2 a 7 dias e dois ou mais dos
seguintes sintomas: forte dor de cabeca, dor ocular retro-orbital, mialgias, artralgias,
eritema maculo-papular difuso e manifestacbes hemorragicas leves. Pode haver
epistaxe, gengivorragia, hemorragia gastrointestinal, hemorragia urogenital, mas séo
raras. Ocorre leucopenia, acompanhada por trombocitopenia de varios graus (WHO,
1997; WHO, 1999; CDC, 2009).
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Infeccdo pelo DENV

Assintomatica Sintomatica

| | Febre hemorragica da dengue Dengue com
(sindrome do derrame plasmatico) complicacdo

Febre Indiferenciada Febre do dengue
(sidrome viral) |

Sem hemorragia ~ Com hemorragia Sem choque

Sindrome do Choque
da Dengue

Gl GII GllI GIV

Figura 6 - Esquema com as diferentes manifesta¢@es clinicas da infec¢do pelo DENV
GLILIlelV:grausdelalVv

Fonte: Adaptado de WHO (1997; 2009).

No caso da doenca grave, apdés o periodo de incubagcdo, se inicia
abruptamente as seguintes fases. 1) Fase febril: febre alta repentina, de 2 a 7 dias,
acompanhada de rubor facial, eritema cutaneo, dor corporal generalizada, mialgia,
artralgia e dor de cabeca, anorexia, nauseas e vOmitos sdo comuns, além de
epistaxe e gengivorragia. 2) Fase critica: periodo de defervescéncia, hd aumento da
permeabilidade capilar e do hematdcrito, além de leucopenia e decréscimo na
contagem de plaquetas. 3) Fase de recuperacédo: observa-se melhora do bem-estar
geral e apetite, diminuicdo dos sintomas gastrointestinais, estabilidade do estado
hemodinamico e retorno da diurese a niveis normais. Bradicardia e alteracfes
eletrocardiograficas sdo comuns nessa fase. O hematdcrito se estabiliza, a
contagem de células brancas comeca a subir (WHO, 2009).

Durante a fase de defervescéncia, pode surgir tendéncia hemorragica,
caracterizando a FHD, que é evidenciada por: prova do lago positiva, petéquias,
equimose, purpura, epistaxe, gengivorragia, hematémese, melena, trombocitopenia
(plaquetas < 100.000/mm®) e extravazamento plasméatico por aumento da
permeabilidade capilar, caracterizado por hemoconcentracdo (hematécrito 20% > ao
valor basal) ou ainda presenca de derrame cavitario ou hipoalbuminemia.

A FHD ¢é classificada de acordo com sua gravidade, em: Grau | - febre com

dois ou mais dos seguintes sinais: dor de cabeca, dor retro-orbital, mialgia e
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artralgia, prova do laco positiva, contagem de plaquetas inferior a 100.000/mm? e um
aumento de hematdcrito, maior ou igual a 20%; Grau Il - os mesmos sinais e
achados laboratoriais do grau |, mais sangramentos espontaneos; Grau lll - os
mesmos sinais e achados laboratoriais do grau Il, mais falhas circulatérias (pulso
fraco, hipotenséo e agitacdo); Grau IV - os mesmos sinais e achados laboratoriais,
mais choque profundo com pulso e pressao indetectaveis. A FHD de grau lll e IV é
classificada como SCD (WHO, 1999).

De acordo com Brasil (2009), a DCC é caracterizada como evolucdo para
forma grave, porém ndo se tem todos os critérios que possam classifica-la como
FHD. Nesse caso o paciente que apresente uma ou mais das seguintes alteracoes:
alteracdes neuroldgicas; disfuncdo cardiorrespiratoria; insuficiéncia hepatica;
hemorragia digestiva importante; derrame pleural, pericardico e ascite;
plaquetopenia inferior a 20.000/mm?; leucometria igual ou inferior a 1.000/mm?.

Em uma nova revisao da classificagdo da dengue, realizada pela OMS (WHO,
2009; 2012) foi inserida a dengue grave, associada com “manifestacdes incomuns”,
gue ndo se enquandram como FHD/SCD, possuindo uma ou mais das seguintes
caracteristicas: (i) perda plasmatica que pode levar ao choque (choque da dengue)
e/ou acumulacédo de fluido, com ou sem qualquer dificuldade respiratoria, e/ou (ii) o
sangramento grave, e/ou (iii) grave disfuncdo de 6rgéaos.

O diagnédstico de dengue comeca com a suspeita clinica, evidenciada pelo
reconhecimento dos sinais e sintomas. Porém, o diagndstico clinico ndo possui
especificidade, necessitando-se de confirmacdo laboratorial. Os métodos de
diagnéstico laboratoriais para confirmar a infeccdo pelo DENV podem envolver a
deteccdo do virus, do &cido nucleico viral, antigenos ou anticorpos, ou uma
combinacdo dessas técnicas. Nas fases iniciais da doenca, o isolamento do virus, do
acido nucleico ou a deteccédo do antigeno podem ser utilizados para diagnosticar a
infeccdo. No final da fase aguda da infec¢éo, a sorologia € o método de escolha
para o diagnostico. Antes do quinto dia da doenca, durante o periodo febril, as
infeccdes pelo DENV, podem ser diagnosticadas atraves do isolamento do virus, em
cultura de células, através da deteccdo do RNA viral, por meio de ensaios de
amplificacdo de acidos nucleicos, ou através da deteccdo de antigenos virais por
ELISA. No entanto, esses testes requerem equipamentos caros e reagentes para o0s
ensaios (WHO, 2009).
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A deteccdo de anticorpos contra o dengue (IgM e IgG), € o teste mais
amplamente utilizado no diagnéstico da dengue (DE PAULA; FONSECA, 2004). Os
kits fazem captura ou deteccdo direta da Imunoglobulina e sédo configurados para
detectar IgM e/ou IgG anti-dengue (BLACKSELL et al., 2011). Outro método que
pode ser utilizado é a deteccdo de anticorpos neutralizantes contra o DENV, os
quais podem ser detectados pelos Ensaios de Neutralizacdo (RUSSELL; NISALAK,
1967; SHU et al., 2002).

2.6 SOROTIPOS, GENOTIPOS E VIRULENCIA DO Dengue virus

Baseado em testes de neutralizacdo, foram classificados, até o momento
quatro sorotipos imunologicamente distintos do DENV, sendo que eles compartilham
cerca de 65% do genoma (HALSTEAD, 2008; HENCHAL; PUTNAK, 1990). As
primeiras observacdes relativas as diferencas na viruléncia dos isolados do DENV
vieram de associa¢des clinicas e epidemioldgicas, onde a doenca mais grave foi
associada a surtos especificos (GUBLER et al., 1978; ROSEN, 1986). Também foi
observado um aumento na gravidade da doenca em pacientes que foram infectados
por mais de um sorotipo do DENV, o que se denominou fenbmeno da resposta
imune melhorada (HALSTEAD, 1988).

A fim de se conseguir efetuar uma vigilancia rigorosa da doenca, e entender a
evolucdo do DENV, e os efeitos na transmissao viral, um método com uma melhor
acuracia € necessaria para identificacdo genotipica desse virus. A analise
filogenética de sequéncias genéticas virais é o método mais comumente utilizado,
onde se emprega como principal alvo o gene do envelope (KLUNGTHONG et al.,
2008). Estudos filogenéticos recentes, a partir do gene do envelope, tém sido capaz
de agrupar, a partir de um corte arbitrario de 6%, diferentes genotipos e linhagens
dentro dos sorotipos do DENV (RICO-HESSE, 1990).

Baseado na sequéncia completa do gene E do DENV-1 identificou-se quatro
genotipos desse virus: a) genoétipo |, composto por isolados do Sudeste Asiatico,
China e Africa Oriental; b) genotipo I, com isolados de Taiwan e da Tailandia; c)
genatipo lll, isolados silvestres da Malasia; d) gendtipo IV, representado por isolados
das llhas do Oeste do Pacifico e Austrdlia; e) gendétipo V, proveniente de todos os
isolados das Américas, isolados da Africa Ocidental e Asia (WEAVER; VASILAKIS,
2009; RICO-HESSE, 1990).
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O DENV- 2 é composto por cinco genétipos principais: a) genotipo Asiatico,
que por sua vez foi dividido em dois ramos, a.1l) o genétipo Asiatico |, com isolados
da Maléasia e Tailandia, e o0 a.2) gendtipo Asiatico Il, compreendendo isolados do
Vietnd, China, Taiwan, Sri Lanka e Filipinas; b) Gendtipo Cosmopolita, isolados da
Australia, Africa Oriental e Ocidental, llhas do oceano Pacifico e indico, e
Subcontinente Indiano e Oriente Médio; c) Gendtipo Americano, isolados da América
Latina, e isolados antigos do Caribe, Subcontinente Indiano e llhas do Pacifico; d)
Genodtipos do Sudeste Asiatico e Americano, isolados da Tailandia e do Vietna e
isolados colhidos das Américas nos Uultimos 20 anos; e) Genotipo Silvestre,
representado por isolados da Africa Ocidental e do Sudeste Asiatico (LEWIS et al.,
1993; RICO-HESSE et al., 1997; TWIDDY; WOELK; HOLMES, 2002; VASILAKIS;
TESH; WEAVER, 2008; WANG et al., 2000).

No DENV-3 quatro gendtipos foram distinguidos: a) genotipo |, com isolados da
Indonésia, Maléasia, Filipinas e llhas do Pacifico Sul; b) genétipo Il, representado por
isolados da Tailandia, Vietnd e Bangladesh; c) gendtipo Ill, com isolados de Sri
Lanka, india, Africa e Samoa; d) genodtipo IV, representado por isolados de Porto
Rico, América Latina e isolados de 1965 do Taiti. Além desses gendétipos, ha ainda o
silvestre, porém, ndo h&a dados de isolamento silvestre do DENV-3, mas acredita-se
que sejam provenientes da Malasia (WEAVER; VASILAKIS, 2009; RUDNICK, 1984).

O DENV- 4 apresenta quatro genotipos principais: a) genaétipo |, com isolados
da Tailandia, Filipinas, Sri Lanka e Japéao; b) gendtipo Il, representado por isolados
da Indonésia, Malasia, Taiti, Caribe e Américas; c) gendtipo Ill, isolados
provenientes da Tailandia (distintas de outros isolados tailandeses); d) genotipo 1V,
com isolados silvestres da Malasia (KLUNGTHONG et al.,, 2004; WEAVER,;
VASILAKIS, 2009).

Os estudos filogenéticos, de varias amostras de diferentes DENV, levaram a
associacao desses genotipos especificos (dentro dos sorotipos) e a apresentacao da
doencga mais ou menos grave. Atualmente, os DENVs podem ser classificados como
sendo epidemiologicamente de baixo, médio ou alto impacto, ou seja, alguns virus
podem permanecer em ciclos silvestres, de pouca ou baixa transmissibilidade aos
humanos; outros mais associados a FD; e alguns genotipos séo associados com o
potencial de causar a FHD/SCD, além da FD. Embora, os fatores que contribuam

para a epidemiologia do DENV sejam complexos, ha estudos que sugerem que as
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estruturas virais especificas podem contribuir para o aumento da replicagdo em
células alvo humanas e aumentam a transmisséo pelo vetor (RICO-HESSE, 2003).

A caracteristica bioldgica mais 6bvia dos genoétipos do DENV é sua distribuicéo
geografica diferente (FIGURA 7). Onde, alguns genoétipos se mostram mais
cosmopolitas do que outros, por infectar pessoas em varios continentes (Africa, Asia,
Oceania e América Latina), enquanto que, outros gendétipos sao mais
geograficamente restritos. Por exemplo, DENV-1 gendtipo I, dispersou-se para a
Africa, as Américas, india e Sudeste Asiatico, enquanto que o genotipo | é restrito ao
Sudeste Asiatico. Nao se sabe se essa variacdo, na distribuicdo geografica, €
resultado da possibilidade de exportacdo de linhagens especificas ou reflete
diferencas intrinsecas na capacidade (de tal forma que alguns gendtipos tém mais
potencial epidémico que outros) (HOLMES, 2009).

A introducdo de novos isolados ou novos sorotipos em uma regido, além da
propria viruléncia do virus, entre outros fatores, contribuem para a severidade da
doenca (RICO-HESSE et al.,, 1997). Ha também algumas evidéncias de que o0s
gendtipos do DENV diferem em capacidade e viruléncia, e que isso pode ter uma
grande influéncia sobre a estrutura das populacdes virais. Isto € mais evidente nos
casos de substituicdo da linhagem ou subtipo, em que ha& uma mudanca
relativamente abrupta na composicdo genética dos virus que infectam uma
populacdo especifica, gerando o deslocamento de uma linhagem viral por outra
(BENNETT et al., 2003; KLUNGTHONG et al., 2004; SITTISOMBUT et al., 1997,
THU, et al., 2004; WITTKE et al., 2002).

Os gendtipos mais virulentos possuem uma capacidade maior para infectar os
vetores, infectando uma proporcédo maior de mosquitos, do que os genotipos menos
virulentos. Desse modo, os isolados virulentos podem replicar-se e serem
transmitidos mais precocemente para os hospedeiros humanos, competindo com 0s
virus menos virulentos e causando muito mais casos da doenca, através do
deslocamento ecolégico daqueles que causam a dengue menos grave. Esta
eficiéncia de transmissdo pelo vetor poderia explicar como certos gendtipos tém
deslocado os outros, mudando a evolugcdo da doenca, onde o mais virulento
prevalece (RICO-HESSE, 2010).
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Figura 7 - Distribuicdo mundial do DENV
Sorotipos DENV 1 a 4
Gendtipos do DENV de | a IV
AM - americanos
Am/As - Americano/Asiatico
As | - Asiatico |
As Il - Asiatico Il
Cos - Cosmopolita

Fonte: adaptado de Holmes (2009).
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3 OBJETIVO GERAL

Realizar analise filogenética e molecular de Dengue Virus tipo 1, isolado em
Alfenas-MG.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter a sequéncia nucleotidica da proteina do envelope e da regido NS5
dos isolados obtidos;

e Realizar analise filogenética entre os isolados, com outros isolados
oriundos de varias regiées do mundo;

e Avaliar o potencial de viruléncia do isolado, em modelo murino de

infeccéo.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ASPECTOS ETICOS E CARACTERIZACAO DA AMOSTRA BIOLOGICA

O estudo possui implicacfes éticas envolvendo seres humanos, pois envolve
a coleta, armazenamento e uso de material bioldgico humano. O projeto foi
desenvolvido seguindo as normas e leis que regem o0 uso de material animal e
humano, segundo critérios da resolucdo 196/96 MS/CNS/CONEP e suas normas e
resolucdes complementares. Foi submetido ao Comité de Etica e Pesquisa da
Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL - MG) e aprovado recebendo o numero
08410912.9.0000.5142 (ANEXO 1).

A pesquisa oferece minimos riscos a saude, envolvendo apenas a coleta de
amostra de sangue humano. Convidou-se para participacdo voluntaria, mediante
esclarecimento prévio, acerca de seu envolvimento na pesquisa, do atendimento
igualitario, bem como o resguardo da identidade. Os objetivos e beneficios da
pesquisa foram apresentados e as duvidas esclarecidas. Foi solicitada autorizacao
através de termo de consentimento livre e esclarecido, o qual foi assinado pelo
adulto (ANEXO 2).

Foi coletada amostra de soro de um paciente do municipio de Alfenas, Sul de
Minas Gerais. O mesmo possui 27 anos, é do sexo masculino, branco, residente no
centro da cidade de Alfenas-MG, sem historico anterior de dengue. Como histérico,
foi levantado que o mesmo ndo havia viajado para fora do municipio, nos dltimos 30
dias, podendo assim, ser afirmado, que este adquiriu a infecgdo por dengue no
municipio de Alfenas. O paciente apresentou sintomas classicos de dengue grave,
que levaram a uma internacao hospitalar por um periodo de 3 dias.

Com o evoluir da infeccdo, o paciente apresentou 0s seguintes sinais e
sintomas: febre, cefaleia, dor retro-orbitaria, mialgia, prostracdo, artralgia, vomitos,
exantema, irritabilidade, emagrecimento, petéquias, epistaxe, visao turva, sudorese
intensa, tontura, gengivorragia, hipotensdo, dor abdominal, hematuria,
hemoconcentracéo e plaquetopenia, caracterizando-o, como tendo desenvolvido um
quadro de febre hemorragico da dengue.

A amostra de soro foi obtida juntamente ao Laboratério Central de Andlises
Clinicas, da Universidade Federal de Alfenas, mediante autorizacdo do paciente. O

sangue foi coletado no dia 02/05/2012, sete dias apds o inicio dos primeiros
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sintomas. O paciente também apresentou resultado de exames laboratoriais, que
foram obtidos do Laboratério Central de Analises Clinicas, da Universidade Federal
de Alfenas, exibindo os seguintes achados (TABELA 1). A partir do sangue coletado
pelo laboratério, foi separado o0 soro e estocado a -20°C para posteriores analises.

Tabela 1 - Resultados das analises laboratoriais

Tipo de exame Valor encontrado Valor de referéncia
o sangue: (+) ausente
Urina tipo | o
hemacias: 6 por campo ausente
Hemacias em milhdes/mm?: 6,29 4,5-5,9
hemoglobina em g/dL: 19,1 13,5-17,5
Hemograma _
hematocrito em %: 55,5 41,0-53,0
plaquetas: 68.000/mm?® 150.000 — 400.000
IgM: reagente indice (7,18) <0,90

Anticorpos para dengue o
IgG: reagente indice (4.29) <0,90

4.2 CULTURA DE CELULAS C6/36 E INFECCAO CELULAR

As células C6/36 foram mantidas em garrafas de 25 cm? previamente
esterilizadas, contendo meio Leibowitz 15 (L-15, Cultilab®, Brasil), suplementado
com 100 Ul/ml de penicilina, 5 pg/ml de fungizona e 10% de Soro Fetal Bovino (SFB)
em estufa B.O.D a 28°C.

Para infeccao das células C6/36, o soro do paciente foi diluido na razdo 1/10,
1/50 e 1/100 em meio L-15 sem SFB, constituindo desta forma a primeira passagem.
As células C6/36 infectadas permaneceram em temperatura ambiente por sete dias,
até o aparecimento do efeito citopatico do virus nas células C6/36 (formacdo de
sincicios). ApOs sete dias de infec¢cdo, os sobrenadantes destas células foram
coletados e clarificados por centrifugacéo a 4°C, por 15 minutos e na rotacdo de 800
g. O sobrenadante foi entdo coletado, aliquotado e 100 uL do mesmo utilizado para
uma nova infec¢do, em culturas de células C6/36 (segunda passagem). O restante

foi congelado a - 28°C. Este processo se repetiu até a quinta passagem.

4.3 EXTRACAO DO RNA VIRAL
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A extracado do RNA foi realizada com 140 pL do sobrenadante das passagens,
utilizando o Kit QlAamp MinElute Virus Spin Kit ou o Kit QlAamp Viral RNA Mini Kit
(QIAGEN®, Alemanha), de acordo com o protocolo do fabricante. Apés extracdo do
RNA o produto foi estocado a - 20°C.

4.4 TRANSCRICAO REVERSA DO RNA SEGUIDA DA REACAO EM CADEIA DA
POLIMERASE (RT-PCR)

4.4.1 Regido codificadora da proteina NS5

A amplificacdo da proteina NS5 foi realizada utilizando-se 0 protocolo
propostos por Maher-Sturgess et al. (2008) com modificacdes. A 10 uL do RNA viral
extraido foi adicionado 5 pL do iniciador Flav200R (CCIARCCACATRWACCA) a 10
pmol/uL e incubado a 70°C por 5 minutos. Foi entdo adicionado 4 pL do tampéo 5X
da transcriptase reversa, 2 yL de dNTPs a 10mM, 1 yL da transcriptase reversa (M-
MLV) a 200U/uL e 3 uL de &gua ultrapura, num volume final de 25 pL. A mistura foi
incubada a 42°C por 1 hora e 72°C por 5 minutos.

As seguintes condic¢des foram utilizadas para amplificacéo da regidao NS5: 5 L
do tampao 10X da Taq Polimerase; 1,25 pL de MgCl, a 50mM; 1 pL dNTPs 10mM,;
0,25 pL da Taq Polimerase a 50U/uL; 1 pL do iniciador Flavl00F
(AAYTCIACICAIGARATGTAY) a 10uM; 1 uL do iniciador Flav200R a 10uM; 2 uL do
cDNA e agua ultrapura 38,5 pL (volume final de 50 pL). Para a amplificacdo da
regido de interesse a reacédo foi submetida aos seguintes parametros: 1 ciclo a 94 °C
por 10 minutos; 1 ciclo a 94 °C por 15 segundos, 56°C por 30 segundos e 72°C por
por 60 segundos; 1 ciclo a 94 °C por 15 segundos, 54°C por 30 segundos e 72°C por
por 60 segundos; 1 ciclo a 94 °C por 15 segundos, 52°C por 30 segundos e 72°C por
por 60 segundos; 1 ciclo a 94 °C por 15 segundos, 48°C por 30 segundos e 72°C por
por 60 segundos; 1 ciclo a 94 °C por 15 segundos, 46°C por 30 segundos e 72°C por
por 60 segundos; 1 ciclo a 94 °C por 15 segundos, 44°C por 30 segundos e 72°C por
por 60 segundos; 1 ciclo a 94 °C por 15 segundos, 42°C por 30 segundos e 72°C por
por 60 segundos, seguido por 1 ciclo a 94°C por 15 segundos, 40°C por 30
segundos e 72°C por por 60 segundos. Em seguida foi realizada a extenséao final a

72°C por 10 minutos.
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Uma aliquota do produto de PCR foi submetido a eletroforese em gel de
agarose de 1% (p/v) em tampéao TBE 0,5X (Tris-Acetato 0,45M, EDTA 0,5M pH 8,0,
acido boérico 0,45M) para checar a especificidade (tamanho) e quantidade dos

produtos amplificados.

4.4.2 Regido codificadora da proteina E

A transcricdo reversa foi realizada utilizando-se 8 puL do RNA total extraido
anteriormente, e o Kit “Superscript® Il First Strand Synthesis System” (Invitrogen™,
EUA). A primeira etapa da RT foi feita utilizando-se 1 pL do iniciador d1al6 (5’-
CARCTTCCARGTYTCGTTCTT-3’) a 10 pmol/uL, 1 pyL de dNTPs 10mM, 3 uL de
agua ultrapura e 8 uL do RNA em um volume final de 13 pL. A reacdo foi incubada a
65°C por 5 minutos e 1 minuto no gelo. Posteriormente, foram adicionados os
seguintes reagentes: 4 pL do tampéao 5X da transcriptase reversa, 1 uL de DTTs a
0,1M, 1 pL de RNAse OUT a 40U/uL (Invitrogen™, EUA), e 1 pL da enzima
transcriptase reversa 200U/uL. A reacédo foi incubada a 50°C por 50 minutos e 70°C
por 15 minutos.

Para a amplificacdo da regido codificadora da proteina E foram realizadas
Reacdes em Cadeia de Polimerase (PCR) com as seguintes condi¢cfes: 5 uL de
tampéo 1X da Taqg Polimerase; 1,5 uL de Accutaq 1U/uL (Sigma Aldrich, EUA); 2 uL
dNTPs 10mM; 1 pL de dimetilsulfoxido (DMSO); 2 pL do iniciador d1s3
(AAACGTTCCGTSGCACTGGC) a 10 pmol/yL; 2 pbL do iniciador dlal7
(CCAATGGCYGCTGAYAGTCT) a 10 pmol/uL (TABELA 1); 2 pL do cDNA e agua
ultrapura 35,75 pL (volume final de 50 pL). A reacdo foi incubada a 98°C por 30
segundos (1 ciclo), 94°C por 15 segundos (3 ciclos), 50°C por 20 segundos (3
ciclos), 68°C por 1 minuto e 30 segundos (3 ciclos) e 68°C por 10 minutos.

Uma aliquota do produto de PCR foi submetido a eletroforese em gel de
agarose 1,5% (p/v) em tampéo TAE 1X (40 mM Tris-Acetato, 1 mM EDTA) para

checar a especificidade (tamanho) e quantidade dos produtos amplificados.

4.5 PURIFICACAO DOS PRODUTOS DE PCR

Para purificacdo dos fragmentos desejados, foram utilizados 42 pL do produto

da PCR. A esse volume foi adicionado a mistura acetato de sodio 3M, etanol
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absoluto gelado. Apos a mistura a solucéo foi incubada por 1 hora a - 80°C. Apds 1
hora a mistura foi ambientalizada em geladeira, centrifugada a 13200 rpm, e lavada
com etanol gelado a 70%. Foi novamente centrifugado a 13200 rpm e seco em
temperatura ambiente. O sedimento foi solubilizado em 20 pyL de agua Milli-Q e

estocado a - 20°C.

4.6 SEQUENCIAMENTO

Inicialmente o produto purificado foi submetido a uma reacdo de
sequenciamento utilizando-se 1 pL do produto de PCR purificado e o Kit “BigDye
Terminator Kit V.3.0 (Applied Biosystems®, EUA), conforme instrugbes do
fabricante. Para o sequenciamento da proteina E foram utilizados 8 iniciadores
diferentes (TABELA 2) e para 0 sequenciamento da regido NS5 foram utilizados os
mesmos oligos utilizados na reacédo de RT-PCR. Apds a reacdo de sequenciamento,
foi realizado a precipitacdo da reacdo de marcacao fluorescente (BigDye) com
etanol/EDTA, onde 20 pL do produto purificado foram utilizados na reacdo de
sequenciamento, acrescentando-se EDTA 125mM e etanol absoluto gelado. A
solucéo foi incubada por 20 minutos em temperatura ambiente. Posteriormente, foi
centrifugada a 13000 rpm a 4°C, descartado o sobrenadante e adicionado etanol a
70% gelado, para lavagem. Foi novamente centrifugado e descartado o
sobrenadante, por inversédo dos tubos. A secagem se deu em temperatura ambiente
por cerca de 16 a 18 horas. O produto foi estocado a 4°C até a realizacdo do
sequenciamento, onde foi solubilizado com formamida.

O sequenciamento dos produtos de PCR foi realizado através do ABI 3730
DNA Analyser, um sistema de analise de DNA de 48 capilares (Applied
Biosystems®). As reacdes de sequenciamento foram feitas utilizando o BigDye®
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit conforme descrito anteriormente. As corridas
foram feitas em capilares de 36 cm utilizando o polimero POP7. As sequéncias
foram analisadas pelo software Sequencing Analysis 5.3.1 utilizando o software
Base Caller KB.


https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=catNavigate2&catID=600533
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=catNavigate2&catID=600533
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=catNavigate2&catID=601943
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=catNavigate2&catID=601943
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Tabela 2 — Iniciadores desenhados com base na sequéncia do DENV-1 isolado
brasileiro DENV-1/BR/BID-V3490/2008, utilizados para sequenciamento completo
dos fragmentos gendmicos sobrepostos

Iniciadores Sequéncia (5’—3’) Posicao*
d1s3 AAACGTTCCGTSGCACTGGC 682 — 702
dls4 TGTGTGTCGMCGAACGTT 1182 - 1199
d1s5 GCAATGCACACYGCGTTG 1757 - 1704
d1s6 GGYTCTATAGGAGGRGTGTTCAC 1178 - 2201
dlal7 CCAATGGCYGCTGAYAGTCT 2518 - 2537
dlal8 AAAGGTGGYTCYGYYTCAAT 2011 - 2030
dlal9 GTTTGTGGACRAGCCATGATT 1523 - 1543
dla20 CGTCTTCAAGAGTTCAATGTCC 1035 - 1056

* Posicdo no genoma estabelecida apdés comparacdo com a sequéncia do genoma completo do
DENV-1 depositada no GenBank (Dengue virus 1 isolate DENV-1/BR/BID-V3490/2008, complete
genome, numero de acesso GU131863.1, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/gun131863.1)

pb: pares de base

Iniciadores desenhados pelo Laboratério de Pesquisas em Virologia da Faculdade de Medicina de
Sao José do Rio Preto (Famerp)

4.7 ANALISE FILOGENETICA E EVOLUTIVA

As sequéncias geradas foram comparadas com sequéncias depositadas no
GenBank, utilizando os programas BLASTN (ALTSCHUL et al., 1990;
www.ncbi.nim.nih.gov/blast). As sequéncias de nucleotideos relativas as regides
analisadas dos genomas dos virus encontrados foram obtidas do GenBank
(www.ncbi.nlm.nih.gov) e no estudo de Drumond et al. (2012), para realizacdo das
andlises comparativas. Foram obtidas sequéncias de DENV relativas aos
diferentes gendtipos de cada tipo viral estudado. Os alinhamentos das sequéncias
de nucleotideos foram realizados com o auxilio dos programas Clustal W versao
1.6, implementado no pacote MEGA5 (THOMPSON; HIGGINS; GIBSON, 1994;
KUMAR et al., 2008). Todos os alinhamentos foram revisados e editados
manualmente, quando necessario. Os alinhamentos também foram utilizados para
construgdo de arvores filogenéticas.

A eleicdo do modelo de evolucdo foi realizada utilizando-se o programa
Modeltest, que compara os escores (Likelihood) entre diferentes modelos de
substituicdo de DNA ligados hierarquicamente, fazendo busca e encontrando o
modelo que melhor se enquadra para o conjunto de dados em questdo (POSADA,


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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CRANDAL, 1998). Previamente as analises filogenéticas, o modelo de substituicdo
de nucleotideos foi selecionado usando o programa MEGA5 e as arvores
filogenéticas foram construidas por Méaxima Verossimilhanca, com busca
heuristica, partindo de uma &rvore construida pelo método de Neighbor-Joining
(FELSENSTEIN, 1981). Testes de bootstrap (1000 replicatas) foram realizados de
forma a checar a confiabilidade dos ramos. Perturbagfes foram feitas na arvore,
com o objetivo de se encontrar a melhor arvore, usando o algoritmo TBR (“tree
bisection and reconnection”).

Para andlise de filogeografia, diferentes gendtipos de DENV-1 disponiveis no
GenBank foram recuperados, perfazendo um total de 95 sequéncias, que foram
alinhadas usando o programa Clustal W, implementado na plataforma MEGA5.05
(THOMPSON; HIGGINS; GIBSON, 1994; KUMAR et al., 2008). Em seguida, foi
feita a analise para selecdo do modelo de substituicdo de nucleotideos [Tamura-
Nei (TN93 + G)], utilizado para reconstrucdo de arvores filogenéticas por Maxima
Verossimilhanca, com 1000 réplicas de bootstrap para testar a confiabilidade dos
padrées de agrupamento da arvore, usando o programa MEGA5.05
(FELSENSTEIN, 1981; KUMAR et al., 2008; TAMURA et al., 2011).

As arvores filogenéticas também foram reconstruidas, através de andlise
Bayesiana, usando o pacote BEAST versdo 1.6.1 (DRUMMOND; RAMBAUT,
2007). Os arquivos de entrada para BEAST foram criados com a interface grafica
BEAUTI versao 1.6.1 (DRUMMOND; RAMBAUT; XIE, 2002-2010). Realizou-se
também, uma andlise de coalescéncia, onde foram estimadas as datas provaveis
dos ancestrais comuns mais recentes de algumas amostras de DENV-1, usando
como ponto de calibracdo, o ano em que cada amostra foi obtida. As corridas
foram realizadas usando o modelo “Bayesian Skyline”, com reldgio molecular
relaxado e taxa estimada de 7,50 x 10 substituicbes por site, por ano, como
descrito anteriormente (COSTA; VOLOCH; SCHRAGO, 2012). Duzentos milhdes
de cadeias foram executadas, sendo os primeiros 20 milhdes de passos
descartados. A convergéncia dos parametros foi verificada com o programa Tracer
verséo 1.5.0 (RAMBAUT; DRUMMOND, 2003-2009). As arvores foram amostradas
a cada 10.000, resultando em 18 mil arvores, que foram anotadas em uma arvore
maxima de credibilidade clade usando TreeAnotator versdo 1.6.1 (RAMBAUT,
DRUMMOND, 2002-2010). A arvore final foi visualizada no programa FigTree
versdo 1.3.1 (RAMBAUT, 2006-2009).
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A estimativa de origem de algumas amostras de DENV foi realizada atraves de
analise filogeografica, utilizando uma cadeia padrdo de Markov (standard
continuous-time Markov chain (CTMC)) e através de uma pesquisa estocatica
(Bayesian stochastic search variable selection (BSSVS)), que € um procedimento
onde se identifica os processos de difusdo mais parcimoniosos (LEMEY et al.,
2009). A localizacdo geografica foi atribuida a cada uma das amostras de DENV-1
(pais de origem e no caso de amostras brasileiras, a regido de origem no Brasil)
(DRUMMOND; RAMBAUT, 2007). A distribuicdo posterior dos estados de
localizagdo ancestrais foi resumida usando o TreeAnotator versdo 1.6.1 e
visualizada usando o FigTree versdo 1.3.1 (RAMBAUT; DRUMMOND, 2002-2010;
RAMBAUT, 2006-2009).

4.8 INFECCAO DOS CAMUNDONGOS E ANALISE HISTOPATOLOGICA DO
FIGADO DOS ANIMAIS INFECTADOS

Camundongos Swiss de cerca de 6 semanas de idade foram infectados com 1
x 10* pfu de DENV-1, isolado neste estudo, por via intraperitoneal conforme descrito
por Gongalves e colaboradores (2012). Apds 7 dias de infec¢do, os animais foram
sacrificados por deslocamento cervical, e o figado retirado para estudos
histopatolégicos. Os 6rgaos foram fixados em solucdo salina tamponada, contendo
10% de formol por no minimo 24 horas. O 6rgao foi incluso em parafina e seccbes
de 5 um foram obtidas com auxilio de um micr6tomo. As Laminas foram coradas
através da técnica de hematoxilina-eosina e analisadas para a identificacdo das
alteracdes histopatoldgicas descritas nestes modelos (BARTH et al., 2006; PAES et
al., 2005; PAES et al., 2009).



41

5 RESULTADOS

Para iniciar o processo de isolamento viral, culturas de células C6/36 foram
infectadas com o soro diluido na razéo de 1/10, 1/50 e 1/100. As culturas infectadas
com diluicdes menores do soro (1/10 e 1/50) apresentaram elevada citotoxicidade
apos 5 dias de infeccdo, permanecendo viavel apenas a cultura infectada com a
diluicdo 1/100. Apos 10 dias de infeccdo, observou-se a presenca de sincicios
pequenos e isolados, indicando a presenca de virus na amostra de soro. Para
favorecer o isolamento do virus e producdo do mesmo em alta quantidade, foram
realizadas varias passagens e apo0s a quarta passagem foi observada um intenso

efeito citopatico (Figura 8).

Nao Infectada BR/Alfenas/2012

Figura 8 - Imagens demonstrando a formacdo de sincicios em culturas de células C6/36
infectadas com sobrenadante de 5° passagem do DENV isolado de paciente com
FHD

Fonte: do autor.

Para confirmar se o virus isolado pertencia a familia Flaviviridae, genéro
Flavivirus, o sobrenadante foi coletado e submetido a extracdo de RNA e a reacéo
de RT-PCR para a regido NS5. Conforme demonstrado na figura 9, houve a
amplificacdo de um fragmento com tamanho proximo de 800 pb, confirmando,
assim, que o virus isolado € um Flavivirus.

O produto de PCR foi enviado para sequenciamento de DNA, e através do
sequenciamento foi possivel obter um contig (fragmento) de 789 pares de base
(QUADRO 1), que apresentou alta similaridade com sequéncias de DENV-1
depositadas no GenBank (APENDICE A) apds a analise pela ferramenta BLASTN
(disponivel em: http://blast.nchi.nim.nih.gov/Blast.cgi).



42

FIGURA 9 - RT-PCR para amplificacdo da regido NS5
O sobrenadante de 42 passagem foi submetido a extragdo de RNA, e esse
utilizado em reacdes de RT-PCR para regido NS5
Legenda: PM: padrdo de peso molecular (Ludwig Biotecnologia); 1: controle
negativo; 2: sobrenadante de 42 passagem; 3: controle positivo (DENV-1)
Fonte: do autor.

O alinhamento da sequéncia de nucleotideos, com a amostra por nés isolada,
denominado BR/Alfenas/2012, com outras sequéncias de DENV-1, disponiveis no
GenBank, foi utilizado para construcdo da arvore filogenética, pelo método Neighbor-
Joining. O fragmento NS5 foi alinhado com o genoma completo de outros DENV
isolados, devido a falta de sequéncias de NS5 de amostras brasileiras. A arvore
filogenética construida, a partir desse fragmento, indica que a amostra
BR/Alfenas/2012, foi agrupada no sorotipo 1, gendétipo V, dentro da linhagem L1,
ficando proximo ao isolado BID V2401 2008 (proveniente do Norte do Brasil) e
outros isolados provenientes da Venezuela e Colombia (FIGURA 10).



Quadro 1 - Regidao NS5 amplificada (contig) BR/Alfenas/2012
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1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751

TCCGAGCCACATGTACCATATTGCACGACTTCCTTTTGCCTTTCCAAACT
CTCCTAATTTTTTCTCTCTCTTCCCCATCATGTTGTAGACACACGTGGCA
CATTTTCCCTGTTTATGAAGCTCCCTCTCTCTGTGCACAAGATCCCAAAA
CCTTTCGTCTTCCACTGCTTCTTTTGCTGAGTTCCATTGGTTTTCATCAA
CGAACACCGCTCCTATTGCCGCGTTTGACCTAACCTTTCTTGTGAACTCC
TCTCTTGTGCAGATTCTGGGTTTTTTGTTTCTGGAAAGGAAACCCCATAA
CCACTTGGCTGTCACCTCCATAATCTGCGTTGTGCCTCGTTTTGCTCTTG
GTGTGCGCGTGTCAACTTTCTCTTTAAACACTCTCTGTTGTCCAAAGGGT
GTGGTATCAGTCATAGCTATTTGTGTGACCATGGGGATAACATCCCATGG
TTTTGTGAGCAATCTCACCACTCCATTCACCATAGATGAGGCTGATCCTG
ATGGCTTGACCTCATATGATCCATGATAGGCCCATGTTTTGTATGGATTG
TCCTCATCATAATGCCATGTTGACTTGTGTTCATTTTTTATATTCTCTAT
CCTCTGGCCAATGATATCTAGGTTGGCTACCTCTGGTTCCACTGCCACAT
GTCTTGTTCCAGCGCCTAAGTCCACGTCTCTTTCATATGTTGGCTTCCTG
TGAGCCATTGTGAATCGGTTCAGTAACATTCTGGATGTCATGTTCACTGC
CGACACAATGTTTCCTGTTCCACATGAAACCCAATACAT

50
100
150
200
250
300
350
400
450
500
550
600
650
700
750
789

Fonte: do autor.
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Figura 10 - Analise filogenética do isolado BR/Alfenas/2012, baseada na regiao NS5
Fonte: do autor.
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Uma vez que a regido NS5 € conservada entre 0s sorotipos/genoétipos de
DENYV, faz-se necessario utilizar regidées mais variaveis, onde é possivel avaliar com
melhor eficacia divergéncias existentes entre 0os genotipos de DENV isolados. A
regido codificadora da proteina E vem sendo largamente utilizada, como ressaltado
por Klungthong et al. (2008) nos estudos de filogenia molecular. Com isso, realizou-
se uma RT-PCR para amplificacdo dessa regiao (FIGURA 11). O produto de PCR foi
purificado e sequenciado, obtendo-se um contig de 1485 pares de base.

PM 1 2 3 4 5 6

2000pb —
1200ph —>
800ph —>

400pb —>

200ph —>
100pb —>

FIGURA 11 - RT-PCR para amplificacdo da regido codificadora da proteina E
PM: padrdo molecular (Low DNA Mass Ladder); 1: soro do paciente; 2 e 3
sobrenadante de 42 passagem; 4 e 5 sobrenadante de 5% passagem; 6: controle
negativo

Fonte: do autor.

A partir desse contig, foi realizado o alinhamento da sequéncia de nucleotideos
da amostra BR/Alfenas/2012 com outras senquéncias de DENV-1, disponiveis no
GenBank, para a construcdo da arvore filogenética, pelo método Maximum
Likelihood. A arvore filogenética construida a partir do fragmento E do DENV-1,
confirma o agrupamento desse isolado dentro do gendtipo V, linhagem L1, ficando
muito proximo aos isolados 0122 2011/BR/RJ/2011 e 15 2010/BR/RJ/2010,
provenientes do Rio de Janeiro, bem como se encontra no mesmo braco do isolado
BID V2401 2008 (proveniente do Norte do Brasil) e outros isolados provenientes da
Venezuela e Colombia (FIGURA 12).
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Quadro 2 - Regido da proteina codificadora E amplificada (contig) BR/Alfenas/2012

1

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951
1001
1051
1101
1151
1201
1251
1301
1351
1401
1451

ATGCGATGCGTGGGAATAGGCAATAGAGACTTCGTTGAAGGACTGTCAGG
AGCAACGTGGGTGGACGTGGTACTGGAGCATGGAAGCTGCGTCACCACCA
TGGCAAAAAACAAACCAACATTGGACATTGAACTCTTGAAGACGGAGGTC
ACGAACCCTGCCGTCTTGCGCAAACTGTGCATCGAAGCTAAAATATCAAA
CACCACCACCGATTCAAGATGTCCAACACAAGGAGAGGCTACACTGGTGG
AAGAACAAGACGCGAACTTTGTGTGTCGCCGAACGTTTGTGGACAGAGGC
TGGGGTAATGGCTGTGGACTATTCGGAAAGGGAAGTCTATTGACGTGTGC
CAAGTTCAAGTGTGTGACAAAACTAGAGGGAAAGATAGTTCAATATGAAA
ACTTAAAATATTCAGTGATAGTCACTGTCCACACTGGGGACCAGCACCAG
GTGGGAAACGAGACCACAGAACATGGAACAATTGCAACCATAACACCTCA
AGCTCCCACGTCGGAAATACAGCTGACCGACTACGGAGCCCTCACACTGG
ACTGCTCACCTAGAACAGGGCTGGACTTTAATGAGATGGTGCTATTGACA
ATGAAAGAAAAATCATGGCTTGTCCACAAACAATGGTTTCTAGACTTACC
ACTGCCATGGACTACGGGAGCTTCAACATCCCAAGAGACCTGGAACAGAC
AAGATTTGCTGGTCACATTCAAGACAGCTCATGCAAAGAAACAGGAAGTA
GTCGTACTGGGATCACAGGAAGGAGCAATGCACACAGCGTTGACTGGGGC
GACAGAAATCCAGACGTCAGGAACGACAACAATCTTTGCGGGACACCTGA
AATGCAGACTAAAAATGGATAAACTGACCTTAAAAGGGATGTCATATGTG
ATGTGCACAGGCTCATCTAAGCTAGAGAAGGAAGTGGCTGAGACCCAGCA
TGGAACTGTCCTAGTGCAGGTTAAATATGAAGGAACAGATGCACCATGCA
AGATCCCTTTCTCGACCCAAGATGAGAAAGGAGTGACCCAGAATGGGAGA
TTGATAACAGCCAATCCCATAGTTACTGACAAAGAAAAACCAGTCAACAT
TGAGACAGAACCACCTTTTGGTGAGAGCTACATCGTGGTAGGGGCAGGCG
AAAAAGCTTTGAAACTAAGCTGGTTCAAGAAAGGAAGCAGCATAGGGAAA
ATGTTCGAAGCAACCGCCCGAGGAGCACGAAGGATGGCTATCCTGGGAGA
CACTGCATGGGACTTCGGTTCTATAGGAGGAGTGTTTACATCTGTGGGAA
AATTGGTACATCAGGTTTTTGGAACCGCATATGGGGTTCTGTTTAGCGGT
GTTTCTTGGACCATGAAAATAGGAATAGGGATTCTGCTGACATGGTTGGG
ATTAAATTCAAGGAGCACGTCACTTTCGATGACGTGCATTGCAGTTGGCA
TGGTCACACTGTACCTAGGAGTCATGGTTCAAGCG

50
100
150
200
250
300
350
400
450
500
550
600
650
700
750
800
850
900
950

1000
1050
1100
1150
1200
1250
1300
1350
1400
1450
1485

Fonte: do autor.
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Figura 12 - Arvore filogenética com histéria evolucionaria inferida pelo método Maximum Likelihood, a partir do

envelope do DENV-1. Agrupamento na linhagem L1, semelhante a amostras isoladas no Rio de
Janeiro em 2010 e 2011, Norte do Brasil em 2008, e outros isolados provenientes da Venezuela e

Colébmbia

Fonte: do autor.
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Utilizando a mesma sequéncia codificadora da proteina E, realizou-se também
a estimativa de origem do isolado BR/Alfenas/2012 através de andlise filogeogréfica
(FIGURA 13). No detalhe, a amostra BR/Alfenas/2012 também se agrupa com duas
amostras do Rio de Janeiro. Pela analise de filogeografia, provavelmente o isolado
BR/Alfenas/2012 foi introduzido em Alfenas a partir de algum outro isolado da regiao
Sudeste do pais. E Provavel que exista um ancestral comum entre os isolados do
Rio de Janeiro/RJ e de Alfenas/MG, e que este, provavelmente, tenha vindo da
Venezuela. Desse modo, podemos observar que apos a introducdo deste virus no
Brasil, possivelmente no Rio de Janeiro (0 que é evidenciado pela analise
filogeogréfica), ele se disseminou para Minas Gerais (Alfenas), onde teve uma
evolucéo local, o que pode ser visto pela distancia maior da amostra de Alfenas/MG

em relacdo as amostras do Rio de Janeiro/RJ.
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Figura 13 - Andlise filogenética de DENV-1 baseada no gene que codifica a proteina E. A arvore foi
inferida através de analise Bayesiana, usando o modelo Tamura-Nei, com distribuicdo

Gama.

A arvore estd em escala com tamanho dos ramos medidos em nimero de

substituices por sitio. Os valores de probabilidade posterior acima de 0,85 estédo
apresentados nos respectivos nds. Por motivos de clareza, algumas amostras foram
agrupadas: amostras obtidas na Coldmbia entre 1996 e 1997 (CO 1996-1997), amostras
provenientes da Nicardgua e México, isoladas de 2004 a 2009 (MX, NI 2004-2009) e
amostras provenientes da Argentina, Paraguai e Porto Rico, isoladas de 1993 a 2000 (US,

PAR, ARG 1993-2000)

Fonte: do autor.
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Para avaliar a presenca de mutac¢des na sequéncia codificadora da proteina do
envelope, do isolado BR/Alfenas/2012, realizou-se um alinhamento entre a
sequéncia de nucleotideos deste isolado com outros isolados de DENV-1
pertencentes a este gendtipo/linhagem, através do software MEGAS. A figura 14
apresenta as diferencas de nucleotideos na proteina E entre o isolado
BR/Alfenas/2012 e outros isolados do DENV-1 pertencentes ao mesmo genotipo e

linhagem.

1 8 25 26
#Den1BR/90 ATG CGA TGC GTG GGA ATA GGC AAC AGA GAC TTC GTT GAA GGA CTG TCA GGA GCA ACG TGG GTG GAC GTG GTA TTG GAG
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Figura 14 - Alinhamento entre as sequéncias de aminoacidos inferidas entre os isolados pertencentes
ao gendtipo V, linhagem L1, através do software MEGAS5
Legenda: os nimeros representam os aminiacidos da proteina E (1 a 495).
[I mutacdes sindnimas (n=9)
L'mutacdes nédo sinénimas (n=5)
Fonte: do autor.
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Entre as mutac¢des sinbnimas, pode-se observar uma diferenca de nove bases
nitrogenadas, quando se compara a proteina E do isolado BR/Alfenas/2012, com
outros isolados pertencentes a mesma linhagem.

Com relacdo aos aminoacidos, observou-se que dos 495 aminoacidos que
compdem a proteina do envelope do DENV-1, houve divergéncia de cinco
aminoécidos entre os isolados analisados, pertencentes a linhagem L1 do DENV-1
(FIGURA 14, TABELA 3).

Tabela 3 — Diferencas de amino&cidos na proteina E entre isolados brasileiros do
Dengue virus tipo 1

Posicao e localizagdo do aminoéacido na

Linhagem Isolado proteina E
222 297 306 346 394
DIl DIl DIl DIl DIl
Denl1BR90 S T F T K
BR/BID-V2401/2008 S M F T K
L1 15 2010/BR/RJ/2010 S M F T R
0122_2011/BR/RJ/2011 S M F A R
BR/Alfenas/2012 T M S T K

Legenda: S: serina; T: treonina; M: metionina; F: fenilalanina; A: alanina; K: lisina; R: arginina
Fonte: do autor.

Comparando-se os aminoacidos que apresentaram divergéncia, observou-se
gue o isolado BR/Alfenas/2012 apresentou mudanca de serina para treonina na
posicdo 222 do dominio Il. As outras substituicbes de aminoacido se deram no
dominio Il da proteina E, onde se observou presenca de uma substituicdo de
fenilalanina para serina, na posi¢do 306; a mudanca de treonina para metionina na
posicédo 297, a mudanga de alanina para treonina na posi¢cédo 346 e na posicao 394
foi detectada a substituicdo de arginina para lisina. Estas trés ultimas substituicdes ja
foram observadas em isolamentos anteriores desse genotipo/linhagem.

A tabela 4 mostra 0 numero de substituicbes de bases por local entre as
sequéncias selecionadas. As analises foram realizadas utilizando o modelo
Maximum Composite Likelihood (TAMURA; NEI; KUMAR, 2004). Ha um
distanciamento maior entre o isolado BR/Alfenas/2012 e o isolado Denl BR/90, e
uma menor divergéncia entre o isolado BR/Alfenas/2012 e os isolados
15 2010/BR/RJ/2010 e 0122_2011/BR/RJ/2011.
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Além das mudancas de aminoacidos (mutacfes nao-sinbnimas), ocorridas
entre as amostras comparadas, também se observou mutac¢des sindnimas, onde o
aminoacido permanece o0 mesmo. Na tabela 5 demonstramos as mutacdes
sinbnimas ocorridas no isolado BR/Alfenas/2012 comparado com outros isolados da
mesma linhagem.

Tabela 4 — Estimativas de divergéncia evolucionaria entre as sequéncias de
nucleotideos da proteina E do DENV-1 amostra BR/Alfenas/2012 e outras amostras
pertencentes a mesma linhagem

Isolados Divergéncias entre as sequéncias em %

Alfenas/2012 DenlBR/90 RJ/2010 RJ/2011

BR/Alfenas/2012 -

Denl1BR/90 3,02 --
DENV-1/BR/BID-V2401/2008 2,58 2,50 --

15 2010/BR/RJ/2010 1,51 2,22 1,79 --

0122 2011/BR/RJ/2011 1,24 2,65 2,07 0,54 --

Fonte: do autor.

Tabela 5 — Mutagbes sindnimas presentes no isolado BR/Alfenas/2012 em
comparacao com outros isolados da linhagem L1

Mudanca de base na base nitrogenada

Aminoécido Posicédo na proteina E
BR/Alfenas/2012 Outros isolados L1

Asn AAT AAC 8

Val CTG TTG 25
lle ATC ATT 61
Gli GGA GGG 223
Ala GCG GCA 280
Lis AAA AAG 295
Val GTT GTC 324
Ala GCA GCG 331
Tre ACT ACC 418

Legenda: Asn: asparagina; Val: valina; lle: isoleucina; Gli: glicina; Ala: alanina; Lis: lisina; Ter: treonina
Fonte: do autor.

Para verificar o potencial de viruléncia do isolado BR/Alfenas/2012,
camundongos Swiss foram infectados com 1 x 10* unidades formadoras de placa
(n=5) e o figado destes animais foram retirados apods sete dias de infeccdo. Animais
nao infectados (n=5) foram utilizados como controles. Conforme observado na figura

15, nos animais infectados foi observada a presenca de infiltrado inflamatério ao
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redor das veias centrais. Além desta alteracdo, foram detectados também pontos
focais de edema, hemorragia, esteatose e necrose dos hepatdcitos.

Figura 15 - Andlise histopatoldgica do figado de animais infectados com o isolado BR/Alfenas/2012.
(a-b) Figado dos camundongos ndo infectados nos aumentos de 400 e 1000X
respectivamente; (c—-d) Figado dos animais infectados com BR/Alfenas/2012
demonstrando a presenca de infiltrado inflamatério; (e-f) pontos de hemorragia, edema e
necrose e (g-h) esteatose hepética

Legenda: IF: infiltrado inflamatério; N: necrose; He: hemorragia

Fonte: do autor.
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6 DISCUSSAO

As analises dos dados do genoma tem se tornado o centro dos estudos sobre a
evolucdo do DENV, e de sua epidemiologia. Sabe-se que cada um dos quatro
sorotipos do DENV abriga uma extensa diversidade genética, sob a forma de
aglomerados filogeneticamente diferentes, denominados genétipos, e dentro dos
genotipos é possivel ainda realizar o agrupamento em diferentes linhagens ou
clados (RICO-HESSE, 2003; HOLMES; TWIDDY, 2003).

Estudos evolutivos tém mostrado que a diversidade genética do DENV esta
aumentando, e que as mutagcdes e recombinacfes sdo responsaveis por isso. Existe
a possibilidade de diferentes genotipos de um mesmo sorotipo viral co-infectar a
mesma pessoa, formando uma molécula de RNA hibrido. Infec¢cdo simultanea de
Aedes aegypti por virus diferentes durante surtos e epidemias resulta em uma alta
taxa de replicacdo viral, favorecendo o surgimento de alteracdes genéticas (BONA,;
TWERDOCHLIB; NAVARRO-SILVA, 2012).

No Brasil, varios estudos vém retratando a diversidade genotipica entre os
diferentes sorotipos do DENV. O DENV-1, do qual o isolado BR/Alfenas/2012 faz
parte, foi isolado de 2009 a 2010 no estado do Rio de Janeiro e Espirito Santo; nos
estados do Acre, Amapa, Amazonas, Para, Roraima, Tocantins, Cear4, Maranhao,
Piaui, Rio Grande do Norte, Mato Grosso e Minas Gerais, de epidemias ocorridas no
pais de 1994 a 2011; na cidade de S&o José do Rio Preto de 2004 a 2007; em
Pernambuco de 1995 a 2003; no estado do Parana (cidades de Assai, Planaltina do
Parana, Sertanopolis, Pato Bragado, Realeza, Sdo Miguel do Iguacu, Nova Aurora e
Foz do Iguacu) em 2010 (DOS SANTOS et al.,, 2011; CARNEIRO et al., 2012;
DRUMOND et al.,, 2012; CORDEIRO et al., 2007; BONA; TWERDOCHLIB;
NAVARRO-SILVA, 2012). Estudos ainda verificaram a presenga de DENV-1,
genatipo |, na cidade de Barretos (Sao Paulo) em 2001 (SANTOS, et al., 2003).

O municipio de Alfenas possui um elevado indice de infestacdo predial (cerca
de 3,8%), sendo classificado como de médio risco de transmissao do DENV, porém
a guantidade de casos notificados é pequena, o que dificulta a obtencdo de
amostras de soro de pacientes com suspeita de dengue (ALFENAS, 2011). Em
2012, foi encaminhado ao Laboratério de Vacinas da Unifal-MG uma amostra de um

paciente com suspeita de dengue. Os exames laboratoriais e manifestacdes clinicas
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o classificam como FHD grau Il. Os exames sorolégicos confirmaram a presenca de
IgM e IgG anti-dengue.

Os estudos histopatologicos, no figado dos animais infectados com este
isolado, indicam a presenca de inumeras alteracdes, ja anteriormente descritas em
outros estudos, reforcando o potencial virulento deste isolado, uma vez que ele foi
originado de um caso autoctone de FHD (BARTH et al., 2006; PAES et al., 2005;
PAES et al., 2009).

O isolamento viral ocorreu de forma satisfatoria, sendo que os sobrenadantes
de 4° e 5° passagem apresentaram alta quantidade de sincicios formados a partir do
5° dia de infeccdo (FIGURA 8). O RT-PCR da regido NS5 demonstrou se tratar de
um Flavivirus, utilizando-se o protocolo proposto por Maher-Sturgess et al. (2008) de
deteccdo de Flavivirus (FIGURA 9). A arvore construida agrupou o isolado
BR/Alfenas/2012 no sorotipo 1, genétipo V, que segundo Gongalves et al. (2002) e
Rico-Hesse (1990) é representado por todas os isolados coletadas nas Américas,
isolados da Africa Ocidental e um nimero limitado de isolados coletados da Asia.

Através do sequenciamento da proteina E obteve-se um contig de 1485 pares
de base (QUADRO 2), onde a construgcdo da arvore filogenética pelo método
Maximum Likelihood (FIGURA 12), confirmou o agrupamento encontrado através da
arvore criada com o fragmento NS5. Devido a existéncia de maior nimero de
isolados com sequenciamento da proteina E do DENV depositados no GenBak, foi
possivel construir uma arvore filogenética com maior detalnamento. As analises
realizadas, a partir da proteina E, permitiu observar que o isolado BR/Alfenas/2012
possui um forte agrupamento (bootstrap 96%) com outros isolados de DENV-
1l/gendtipo  V/linhagem L1, muito provavelmente descendente de isolados
provenientes da Colémbia (CO/BID-V3379/2001) e Venezuela (VE/BID-V3550/2001)
(bootstrap 91%), bem como outros isolados pertencentes a esta linhagem, como os
isolados 0122 _2011/BR/RJ/2011 e 15 2010/BR/RJ/2010 (bootstrap 72%),
encontradas no Estado do Rio de Janeiro e ficando no mesmo braco do isolado
BID_V2401 2008 (bootstrap 86%), proveniente do Norte do Brasil, e outros isolados
provenientes da Venezuela e Colémbia.

Ja a analise filogeografica permitiu estimar a origem do isolado
BR/Alfenas/2012. A partir desta andlise pode-se inferir que este isolado é
descendente direto de amostras do Rio de Janeiro/RJ (0122_2011/BR/RJ/2011 e

15 2010/BR/RJ/2010), onde provavelmente se deu a entrada deste virus no Brasil.
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Também foi possivel identificar o ancestral comum das amostras brasileiras
pertencentes a este mesmo gendtipo/linhagem. Trata-se do isolado DENV-1/VE/BID-
V2468/2008, uma amostra venezuelana de 2008. Portanto, provavelmente, o isolado
descrito neste estudo € descentende do DENV-1 introduzido no Rio de Janeiro.
Porém, o isolado BR/Alfenas/2012 apresentou uma evolugéo local, 0 que pode ser
visto pela distancia maior da amostra de Alfenas/MG em relacéo as amostras do Rio
de Janeiro/RJ.

Sabe-se que a proteina E possui uma estrutura com 3 dominios, sendo o DI o
dominio central que € flanqueado em um dos lados por um alongado dominio de
dimerizacao, o DII, e pelo outro lado por um dominio semelhante a imunoglobulina, o
DIl (MODIS et al., 2003). Chambers et al. (1990) observaram que as substituicées
dos aminoacidos sdo observadas principalmente na regido da proteina E. Essa
proteina estéd localizada na superficie do DENV e é o antigeno viral dominante,
exibindo propriedades de hemaglutinina. O DIIl da proteina E possui uma regido
compreendendo os residuos 299 a 397, que formam a extremidade C-terminal da
proteina E. Este dominio esta envolvido na ligacdo ao receptor, com o0s residuos
expostos na superficie do virus, sendo responsavel pela determinacdo da
especificidade do receptor, tipo de vetor e hospedeiro e tropismo de células (CHEN
et al. 1997; MANDL et al. 2000; CRILL; ROEHRIG, 2001; NAYAK et al. 2009).

O dominio 1l da proteina E, quando inibido em estudos experimentais, € capaz
de inibir a infeccdo pelo DENV e induzir anticorpos neutralizantes. O DIIl é muito
importante na interacdo de receptores celulares, tanto de células humanas como nas
células do inseto vetor (LU et al., 2008; CHIN; CHU; NG, 2007). Muitos estudos tém
demonstrado que as mutacBes que afetam a proteina E, podem alterar a viruléncia
do DENV, pois estas mutacfes podem modificar a interagdo da particula viral com
receptores na superficie da célula hospedeira ou ainda interferir com o processo de
fusdo do DENV com a membrana celular do hospedeiro (CHEN; MAGUIRE;
MARKS, 1996; HUERTA et al. 2008; STIASNY et al., 2011; WAHALA et al., 2009).

O alinhamento da proteina E do isolado BR/Alfenas/2012 com os isolados
Denl1BR/90, DENV-1/BR/BID-V2401/2008, 15 2010/BR/RJ/2010 e
0122 2011/BR/RJ/2011 indica a presenca de duas trocas de aminoacidos que soO
ocorrem no isolado BR/Alfenas/2012, onde se observa a substituicdo de serina para
treonina, na posicao 222 do DII, e de fenilalanina para serina, na posi¢cao 306 do DllII

(TABELA 3). Como observado em nosso estudo, no residuo 297 da proteina E,
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houve substituicdo de aminoacido, que segundo Rey et al. (1995), est4 situada na
interface entre DI e DII, da proteina E, o qual pode influenciar a patogenicidade dos
Flavivirus. Substituicbes de aminoacidos nesse dominio tém sido descritos por varios
estudos (CARNEIRO et al., 2012; DESPRES; FRENKIEL; DEUBEL, 1993;
GONGCALVEZ et al., 2002, BARRERO et al., 2004).

Em toda proteina E observa-se um numero maior de mutagbes sinbnimas
(n=09) em relacdo as substituicbes ndo sindnimas (n=05). Goncgalvez et al. (2002)
demonstraram a evolucdo do gene E do DENV-1, através de um rel6gio molecular
onde observaram mutac¢des que foram medidas na posicao do terceiro cédon. Esse
tipo de mutacéo leva principalmente a substituicbes sindnimas e, como tal, € menos
influenciada por uma pressdo de selecdo positiva ou purificadora. Seguindo o
modelo do reldgio molecular, foi constatado que as diferentes linhagens genéticas
do DENV-1 evoluem a uma taxa constante, apesar do fato destas linhagens estarem
associadas a uma dispersdo geografica mundial, com diferentes situacdes
epidemioldgicas envolvidas, com longos periodos de epidemia ou transmissfes
endémicas.

Com relacdo a divergéncia entre os isolados da mesma linhagem, observa-se
gue houve uma pequena divergéncia entre o grupo analisado (TABELA 4), onde o
maior distanciamento observado foi entre o isolado BR/Alfenas/2012 e o isolado
Denl BR/90 (3,02% de divergéncia), e menor divergéncia entre o isolado
BR/Alfenas/2012 e os isolados 15 2010/BR/RJ/2010 e 0122 _2011/BR/RJ/2011, que
foram de 1,51% e 1,24% respectivamente.

Com base na estimativa da taxa de evolugéo, estudos de cladogénese com
isolados de DENV-1, revelaram que a transferéncia zoonética do DENV silvestre (de
macacos) para humanos, se deu a partir de uma linhagem ancestral de
aproximadamente 121,5 anos atras (TWIDDY; HOLMES; RAMBAUT, 2003;
GONCALVES et al., 2002). Portanto, pode-se considerar que os DENV-1 circulantes
no Brasil se originaram a partir de um ancestral comum compartilhado por isolados
da Africa no final do século 19 e inicio do século 20, sendo que o ancestral que deu
origem ao gendtipo V, encontrado nas Américas e na Africa Ocidental, divergiram
cerca de 70,48 anos atras, entre os anos 1940 e 1945 (CARNEIRO et al., 2012).

Dados cronoldgicos de um estudo realizado por Guzman e Kouri (2002)
sugerem que a linhagem ancestral que deu origem ao genoétipo V encontrado

circulando nas Américas surgiu entre 1940 a 1945. Esse periodo foi precedido por


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Carneiro%20AR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22990972
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Carneiro%20AR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22990972
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surtos de dengue em alguns paises da América, incluindo os Estados Unidos
(Texas, 1922) e alguns paises do Caribe (1934). Nas décadas seguintes, a doenca
foi disseminada para outros paises, como o Panama, Porto Rico, Venezuela e Cuba.
Estudos realizados por Gubler (1998) e Guzman e Kouri (2002), revelam que o
ancestral comum, que deu origem aos isolados brasileiros surgiu entre 1965 a 1970.

Dos Santos et al. (2011) realizaram um estudo para avaliar a circulagdo do
DENV-1 no Brasil e observaram um baixo percentual de identificacdo dos virus
isolados recentemente com os isolados introduzidos pela primeira vez, na década de
80, sugerindo uma re-emergéncia do DENV-1, o qual ndo evoluiu localmente, mas
ocorreu, provavelmente, devido a introdu¢fes de novas linhagens no pais.

A analise com base nas sequéncias da proteina E de isolados de DENV-1
isoladas na regido Norte do Brasil de 2000 a 2008, disponiveis no GenBank,
confirmam a hip6tese de que esses virus poderiam ter sido predominantes
anteriormente e sua baixa ou silenciosa circulacdo poderiam ser devido a
prevalente circulacdo do DENV-3 ou DENV-2 durante esse periodo. A circulacédo de
mais de uma linhagem do DENV-1 foi descrito na Asia (KUKRETI et al., 2009) e na
América (MENDEZ et al., 2010). Outro estudo realizado por Carrillo-Valenzo et al.
(2010) relata a introducao atual de varias linhagens virais de cada sorotipo do DENV
no México, com substituicbes frequentes de linhagem. De fato, as substituicbes das
linhagens parecem ser uma observacdo mais comum do que a persiténcia em longo
prazo de uma determinada linhagem (BENNETT et al., 2003 ).

Também dos Santos et al. (2011), baseados em andlises da sequéncia
genética da proteina E, observaram que os isolados de DENV-1 isolados durante
2009 e 2010, no Rio de Janeiro e um isolado do Estado do Espirito Santo, utilizado
para fins de comparacdo, ainda pertenciam ao gendtipo V (América/Africa)
previamente detectado no pais, mas foram agrupados em um clado distinto
(linhagem 1), diferentes dos isolados de DENV-1 brasileiros isolados anteriormente
(linhagem 1). Constatou-se que o DENV-1 re-emergente estava mais estritamente
relacionado com isolados em Singapura, em 1990 e em 2005, o que sugere uma
provavel origem Asiatica. A existéncia de linhagens com relagbes geograficas e
temporais distintas foi sugerida pelo trabalho realizado na Colémbia com DENV-1
(MENDEZ et al., 2010).

Portanto, surtos associados com o ressurgimento de DENV-1 no Brasil, que

vem ocorrendo desde 2009, podem ser devido a substituicdes de linhagem. No



60

entanto, outros fatores, tais como um grupo de novas pessoas susceptiveis deve ser
considerado, porque o DENV-1 foi o primeiro sorotipo a ser introduzido no pais
desde 1982. A circulacdo macica nos primeiros anos endémicos (1980) foi seguida
por uma baixa circulacdo (CARNEIRO et al., 2012). Desse modo, a substituicdo de
linhagem ocorre quando um subtipo viral, que persiste em uma dada localidade
particular por um periodo de tempo, ndo € evidente em uma amostragem
subsequente, indicando que diminuiu drasticamente sua frequéncia, ou mesmo
sendo extinta, e por vezes substituida por um novo subtipo do virus (ZHANG et al.,
2005). Os processos evolutivos que controlam estes acontecimentos nao s&o
completamente compreendidos. Sugere-se que, apesar da endemicidade de um
sorotipo em particular, de uma regido geografica especifica durante um longo
periodo, diferente clados/subtipos virais podem estar envolvidos nesse periodo
(RAGHWANI et al., 2011).

Sabe-se que a introducédo de novos sorotipos DENV/genotipos/linhagens € um
importante fator de risco para epidemia de dengue. De 2009 a 2010 houve uma
epidemia causada pelo DENV-1 na maioria dos estados brasileiros. Porém, nédo esta
claro se essa epidemia foi devido a substituicdo de linhagem. A suscetibilidade da
populacdo a este sorotipo, e a ocorréncia de infeccbes secundarias em um pais
hiperendémico, também pode ter desempenhado um papel importante na
epidemiologia da doenca. Nesse cenario, 0 monitoramento do DENV € de grande
relevancia para se observar a propagacdo de isolados potencialmente virulentos,
bem como para avaliar o seu impacto sobre a populagdo durante um surto/epidemia.
Devido a geografia do Brasil e a epidemiologia da dengue, junto com o fato de que o
pais tem regides turisticas muito importantes, sugere-se uma analise maior, para
melhor caracterizar esses eventos de substituicdo e introducdes de linhagem no pais
(DOS SANTOS et al., 2011).
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7 CONCLUSAO

Estudos que monitoram a sequéncia dos sorotipos circulantes sdo importantes
para manter o controle desses eventos genéticos, a fim de diagnosticar as grandes
epidemias e a migracdo geografica desses isolados. O aumento da diversidade
genética do DENV pode ter consequéncias graves, Como por exempo a geracao de
virus com amplas propriedades patogénicas e o aumento da transmissibilidade e
viruléncia.

A histopatologia hepatica identificou a presenca de inumeras alteracdes,
evidenciando o potencial virulento deste isolado.

Este trabalho relata o primeiro isolamento e estudo filogenético de um isolado
de DENV na regido sul do Estado de Minas Gerais. As anadlises filogenéticas
mostraram, que o isolado analisado (BR/Alfenas/2012) foi classificado como DENV-
1, pertencente ao gendtipo V e linhagem L1. A andlise da regido codificadora da
proteina E revelou que algumas mutacfes presentes neste isolado, levam a
substituicbes nao-sinbnimas de aminoacidos se comparada a outros isolados de
DENV-1 pertencentes ao mesmo gendtipo/linhagem.

A analise filogeografica permitiu estimar a origem do isolado BR/Alfenas/2012,
que é um descendente direto de amostras do Rio de Janeiro/RJ, bem como
identificar o ancestral comum das amostras brasileiras pertencentes a este mesmo
gendtipo/linhagem. O isolado DENV-1/VE/BID-V2468/2008, uma amostra
venezuelana de 2008.
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APENDICE A — Alinhamento do fragmento NS5 com outros isolados de DENV-1
utilizando-se a ferramenta BLASTN para identificacdo de sequencias homologas

BLAST®

Basic Local Alignment Search Tool

NCEBI/ BLAST/ blastn suite/ Formatting Results - YXJGPJGUO1R
Formattin ion
Download

Blast report description

NS5 Amplificado Alfenas 2012

Query ID Icl|52917 Database Name nr
Description None Description Nucleotide collection (nt)
Molecule type nucleic acid Program BLASTN 2.2.28+

Query Length 789

Graphic Summary

Distribution of 100 Blast Hits on the Query Sequence

Color key for alignment scores
<40 40-50 50-80 80-200 >=200
Query

1 1250 300 430 $00 120,
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Dengue virus 1 isolate DENV-1/VE/BID-V2423/2004, complete genome
Sequence ID: gblJN810425.1] Length: 10485 Number of Matches: 1

Range 1: 8200 to 8988 GenBank Graphics < Ma
Score Expect Identities Gaps Strand

1441 bits(780) 0.0 786/789(99%) 0/789(0%) Plus/Minus
Query 1 TCCGAGCCACATGTACCATATTGCACGACTTCCTTTTGCCTTTCCARACTCTCCTAATIT 60

FEE PR e e b e e e el
Sbjct 8988 TCCCAGCCACATGTACCATATTGCACGACTTCCTITTITGCCTTTCCAAACTCTCCTAATTT 8929

Query €61 TTTCTCTCTCTTICCCCATCATGTTGTAGACACACGTGGCACATTTTCCCTGTTITATGAAG 120
IIlIIIlIlIIIIIIIlIIIIIIIlIIIIIlIIIIIIIIlIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjet £9828 TTTCICTCTCTITCCCCATCATGTTGTAGACACACGTGGCACATTITTCCCTGTTTATGAAG 8868

Query 121 CTCCCTCTCTCTGTGCACAAGATCCCAAAACCTTTCGTCTTCCACTGCTTICTITTTGCTGA 180

FERRRLRRRRR R e e nnrenntl
Sbjct 8868 CTCCCTCTCTCTGTGCACAAGATCCCAAAACCTTTCGTCTTCCACTGCTICTITITGCTIGA 8808

Query 181 GTTCCATTGGTITTCATCAACGAACACCGCTCCTATTGCCGCGTTTGACCTAACCTTTICT 240

L N N N NNy
Sbject 8808 GTTCCATTGGTTTTCATCAACGAACACTGCTCCTATTGCCGCGTTTGACCTAACCTTTICT 8749

Query 241 TGTGAACTCCTCTCTTGTGCAGATTCTGGGTTTTTIGTTTCTGGAAAGGAAACCCCATAR 200
LR NN R N R RN R R RN NN R RN RN R R
Sbjct €748 TGTGAACTCCTICTICTTGTGCAGATTCTIGGGTTTITTITIGTTTCTGGAAAGGAAACCCCATAR 8689

Query 301 CCACTTGGCTGTCACCTCCATAATCTGCGTTGTGCCTCGTTTIGCTCTTGEGTGTGCGCGT 360
RN N N N NN RNy
Sbjct 8688 CCACTIGGCTGTCACCTCCATAATCTGIGTTGTGCCTCGTTTIGCTCTTIGGTGTGCGCGT 8628

Query 361 GTCAACTTTCTCTTTAAACACTCTCTGTTGTCCARAGGGTGTGGTATCAGTCATAGCTAT 420
FERRRLR R r e e rrennnrrrnntnl
Sbjct 8628 GTCAACTTITCTICTTTAAACACTCTCTGTITGTCCAAAGGGTGTGGTATCAGTCATAGCTAT 8568

Query 421 TTGTGTGACCATGGGGATAACATCCCATGGTTTTGTGAGCAATCTCACCACTCCATTCAC 480
FERRRL R e e et e et
Sbjct 8568 TTIGIGIGACCATGGGGATAACATCCCATGGTTTTGTGAGCAATCTCACCACTCCATTCAC 8508

Query 481 CATAGATGAGGCTGATCCTGATGGCTTGACCTCATATGATCCATGATAGGCCCATGTTIT 540
FERRRRR R et e e e e el
Sbjct £508 CATAGATGAGGCTGATCCTIGATGGCTITGACCTCATATGATCCATGATAGGCCCATGTITIT 8449

Query S41 GTATGGATTGTCCTCATCATARTGCCATGTTGACTTIGTGTTCATTTTTTATATICTCTAT 600
FERRRLR R e b e e e e e el
Sbjct 8448 GTATGGATTGTCCTCATCATAATGCCATGTTGACTIGTGTTCATTTTTTATATICTCTAT 8389

Quexry €01 CCTCTGGCCAATGATATCTAGGTTGGCTACCTCTGGTTCCACTGCCACATGTCTTGTICC 660

FERRRLR R e e e e e e ennnrrnnntnl
Sbjct £388 CCTCTIGGCCAATGATATCTAGGTTGGCTACCTCTGGTTCCACTGCCACATGTCTTGTICC 8329

Quexry €61 AGCGCCTAAGTCCACGTCTCTTTCATATGTTGGCTTCCTGTGAGCCATTGTGAATCGGTT 720

FERRRRRRRRR e e e inrrenntl
Sbjct 8328 AGCGCCTAAGTCCACGTCTICITTCATATGITGGCTTCCTGTGAGCCATTGTIGAATCGGTT 8269

Query 721 CAGTAACATTCTGGATGTCATGTTCACTGCCGACACAATGTTTCCTGTTCCACATGARAC 780
FERRRRRRR R e e e e e e nneentl
Sbjct 8268 CAGTAACATTCTGGATGTCATGTTCACTGCCGACACAATGTTTICCTGTTCCACATGARAC 8208

Query 781 CCAATACAT 789

[RRRRRRNE!
Sbjct 6208 CCAATACAT 8200

Fonte: do autor.



76

APENDICE B — Base de dados das sequéncias dos virus DENV-1 coletados no

GenBank, utilizados no estudo

N° de acesso Isolado Pais Ano
GQ868562.1 CO/BID-V3380/2005 Colémbia 2005
FJ850093.1 BR/BID-V2401/2008 Brasil 2008
FJ639818.1 VE/BID-V2258/2006 Venezuela 2006
FJ639813.1 VE/BID-V2251/2005 Venezuela 2005
FJ639820.1 VE/BID-V2260/2006 Venezuela 2006
FJ882579.1 VE/BID-V2465/2007 Venezuela 2007
FJ639823.1 VE/BID-V2263/2006 Venezuela 2006
FJ744701.1 VE/BID-V2237/2004 Venezuela 2004
FJ639808.1 VE/BID-V2245/2005 Venezuela 2005
ACO06204. VE/BID-V2461/2007 Venezuela 2007
GQ868567.1 CO/BID-V3387/2007 Colémbia 2007
GQ868568.1 CO/BID-V3388/2007 Colémbia 2007
GQ868569.1 CO/BID-V3390/2007 Colémbia 2007
GU131949.1 CO/BID-V3383/2006 Colémbia 2006
GQ868566.1 CO/BID-V3386/2007 Colébmbia 2007
GQ868560.1 CO/BID-V3377/1998 Colébmbia 1998
GU131837.1 VE/BID-V3558/2005 Venezuela 2005
FJ639740.1 VE/BID-V2168/1998 Venezuela 1998
GQ868561.1 CO/BID-V3378/1999 Colébmbia 1999
FJ639743.1 VE/BID-V2171/1999 Venezuela 1999
FJ639743.1 VE/BID-V2171/1999 Venezuela 1999
GuU131948.1 CO/BID-V3379/2001 Colémbia 2001
GU131834.1 VE/BID-V3550/2001 Venezuela 2001
FJ639821.1 VE/BID-V2261/2006 Venezuela 2006
GU056029.1 VE/BID-V3540/1997 Venezuela 1997
GU131840.1 VE/BID-V3573/2007 Venezuela 2007
FJ850102.1 VE/BID-V2464/2007 Venezuela 2007
FJ850103.1 VE/BID-V2468/2008 Venezuela 2008
HQ696612.1 15 2010/BR/RJ/2010 Brasil 2010
JN122281.1 0122 _2011/BR/RJ/2011 Brasil 2011
GU131835.1 VE/BID-V3552/2004 Venezuela 2004
FJ639741.1 VE/BID-V2169/1998 Venezuela 1998
FJ639741.1 VE/BID-V2169/1998 Venezuela 1998
GU131833.1 VE/BID-V3549/2000 Venezuela 2000
GQ199859.1 NI/BID-V2652/2008 Nicaragua 2008
JF937635.1 NI/BID-V5504/2009 Nicaragua 2009
FJ639735.1 VE/BID-V2162/1997 Venezuela 1997
GU056032.1 VE/BID-V3544/1998 Venezuela 1998
JN122280.1 31807/BR/RJ/1986 Brasil 1986
HQ026760.1 31768/BR/RJ/1986 Brasil 1986
FJ850073.1 BR/BID-V2378/2001 Brasil 2001
AY277665.1 ARGO0028 Argentina
AF311958.1 BR/97-233 Brasil
AF311957.1 BR/97-409 Brasil
AF311956.1 BR/97-111 Brasil
AF226685.2 Denl1BR/90 Brasil 1990
FJ410188.1 US/BID-V2139/1996 Estados Unidos: 1996

Porto Rico
FJ205874.1 US/BID-V1743/1995 Estados Unidos: 1995
Porto Rico

DQ285559.1 Reunion 191/04 Reunion 2004
EU081258.1 D1/SG/05K4147DK1/2005 Singapura 2005
GQ868601.1 VG/BID-V2937/1985 British Virgin 1985

Islands
FJ850075.1 BR/BID-V2381/2002 Brasil 2002
FJ850070.1 BR/BID-V2374/2000 Brasil 2000
FJ850090.1 BR/BID-V2398/2007 Brasil 2007
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FJ850084.1
FJ850077.1
FJ850071.1
FJ850081.1
FJ850087.1
GU131863.1
HM043709.1
HQ026762.1
HQ696613.1
HQ696614.1
HM043710.1
HQ026761.1
AY762084.1
AY722801.1
AY713473.1
EU863650.1
DQ672563.1

EU848545.1

EU081262.2
FJ639797.1
GQ868570.1
FJ639814.1
EU596501.1
FJ024485.1
GQ868530.1
FJ547088.1|
FJ024479.1
FJ182002.1

BR/BID-V2392/2005
BR/BID-V2384/2003
BR/BID-V2375/2000
BR/BID-V2389/2004
BR/BID-V2395/2006
BR/BID-V3490/2008
55/2009ES/2009
19 2010/BR/RJ/2010
20_2010/BR/RJ/2010
188_2010/BR/RJ/2010
1435/2009RJ
1433_09/BR/RJ/2009
Singapore 8114/93
D1.Myanmar.40568/76
D1.Myanmar.40553/71
CHI3336-02
HawO3758

US/Hawaii/1944

SG/05K4173DK1/2005
VE/BID-V2230/2004

DENV-1/CO/BID-V3391/2008

VE/BID-V2254/2005
NI/BID-V653/2004
NI/BID-V629/2005

MX/BID-V3746/2008

NI/BID-V2330/2008
NI/BID-V642/2006
NI/BID-V646/2005

Brasil

Brasil

Brasil

Brasil

Brasil

Brasil

Brasil

Brasil

Brasil

Brasil

Brasil

Brasil
Singapura
Myanmar
Myanmar

Chile

Estados Unidos:
Hawaii
Estados Unidos:

Hawaii
Singapura
Venezuela
Colémbia
Venezuela
Nicaragua
Nicaragua

México
Nicaragua
Nicaragua
Nicaragua

2005
2003
2000
2004
2006
2008
2009
2010
2010
2010
2009
2009

1976
1971
2002
2001

1944

2005
2004
2008
2005
2004
2005
2008
2008
2006
2005
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estudo de grande interesse para controlar a morbidade e mortalidade da patologia.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatéria:
TCLE adequado

Recomendacgobes:

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:
Atende a Resolugao

Situacgao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

Consideracdes Finais a critério do CEP:
O CEP acata o parecer do relator.

ALFENAS, 20 de Maio de 2013

Assinador por:

Maria Betania Tinti de Andrade
(Coordenador)
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ANEXO 2 — Termo de consentimento livre e esclarecido

Universidade Federal de Alfenas — UNIFAL/MG
Programa de Pés-Graduacido em Biociéncias Aplicadas a Saude Unifal‘:’

rudage Federal oo Altena:

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Dados de identificagido

Titulo do Projeto: ANALISE DO PERFIL DIFERENCIAL DE METILACAO EM PACIENTES COM DENGUE
CLASSICA E FEBRE HEMORRAGICA DO DENGUE

Pesquisador Responsavel: Luis Gustavo da Silva Fagundes

Instituicdo: Universidade Federal de Alfenas — UNIFAL/MG

Telefones para contato: (35) 32922489 - (35) 88176566

Nome do voluntario:
Idade: anos R.G.

O Sr° (?) esta sendo convidado(a) a participar do projeto de pesquisa “Analise do perfil diferencial de
metilagcdo em pacientes com dengue classica e febre hemorragica do dengue”, de responsabilidade do pesquisador
Luis Gustavo da Silva Fagundes. Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa, da Universidade

Federal de Alfenas, com o certificado CAAE: 08410912.9.0000.5142.

Este estudo visa identificar regides diferenciais de metilagdo em individuos susceptiveis para desenvolverem as
formas graves do dengue, daqueles que apresentam apenas manifestacdes brandas da doenca, e assim, contribuir
para a elucidagéo de parte do processo que envolve a interagéo parasito/hospedeiro nos casos de dengue. Para
tanto, colher-se-a sangue periférico de pessoas, ap6s autorizacdo dos mesmos, que tiveram dengue classica e
pessoas que tiveram febre hemorragica do dengue. Os possiveis biomarcadores identificados neste projeto poderao
nortear o desenvolvimento de um teste diagnostico capaz de identificar com exatiddo e rapidez pacientes com pre-
disposi¢cdo ao desenvolvimento da febre hemorragica do dengue. De posse desta informagao (susceptivel ou ndo ao
desenvolvimento da Febre Hemorragica do Dengue) a equipe médica podera diagnosticar com mais precisao a
forma mais grave da dengue e, assim, prevenir ou intervir corretamente no quadro clinico, evitando-se possiveis
6bitos. Os provaveis participantes deste estudo serdo esclarecidos, antes da coleta do material (sangue), e sera
disponibilizado um contato do pesquisar, de modo que a pessoa possa desistir a qualquer momento de participar
deste estudo. Portanto, a participagdo se dara de forma voluntaria, com confidencialidade das informacGes geradas e
privacidade do sujeito da pesquisa.

Eu, ,RGn° declaro ter sido informado
e concordo em participar, como voluntario, do projeto de pesquisa acima descrito.

Alfenas, de de

Nome e assinatura do responsavel por obter o consentimento

Testemunha



ANEXO 3 - Simbolos e siglas dos aminoacidos

Letra Sigla Nomes dos aminoacidos Carater
A Ala alanina N&o polar
C Cis cisteina N&o polar
D Asp acido aspartico Acido
E Glu acido glutamico Acido
F Fen fenilalanina N&o polar
G Gli  glicina Né&o polar
H His  histidina Basico
I lle isoleucina N&o polar
K Lis lisina Basico
L Leu leucina N&o polar
M Met metionina N&o polar
M Asn asparagina Folar
P FPro prolina N&o polar
Q GIn  glutamina Folar
R Arg arginina Basico
S Ser serina Polar
T Tre treonina Folar
A" Val wvalina Né&o polar
W Trp triptofano Né&o polar
Y Tir  tirosina Folar




ANEXO 4 — Cédigo genético padrédo
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Primeira Segunda base Terceira
base base
U C A G
UUU Fen|UCU Ser [UAU Tir UGU Cis U
U UUC Fen|UCC Ser [UAC Tir UGC Cis Cc
UUA Leu |UCA Ser |UAA Terminagdo UGA Terminagéo A
UUG Leu |UCG Ser |UAG Terminagdo UGC Trp G
CUU Leu|CCU Pro |CAU His CGU Arg U
C CUC Leu|CCC Pro |CAC His CGC Arg Cc
CUA Leu|CCA Pro |CAA GIn CGA Arg A
CUG Leu|CCG Pro |[CAG GIn CGG Arg G
AUU Ille |[ACU Tre |[AAU Asn AGU Ser U
A AUC Ille |[ACC Tre |[AAC Asn AGC Ser Cc
AUA lle |[ACA Tre AAA Lis AGA Arg A
AUG* Met |[ACG Tre AAG Lis AGG Arg G
GUU Val |GCU Ala |GAU Asp GGU Gili U
G GUC Val |GCC Ala |GAC Asp GGC Gili Cc
GUA Val |GCA Ala |[GAA Glu GGA Gili A
GUG Val |GCG Ala |GAG Glu GGG Gili G




