UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI-UFPI
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM BIOTECNOLOGIA-PPGBIOTEC

CARACTERIZACAO MOLECULAR DE Dengue virus CIRCULANTES NO
NORDESTE BRASILEIRO

VANESSA DE SOUSA DO VALE

PARNAIBA-PI
ABRIL-2015



CARACTERIZACAO MOLECULAR DE Dengue virus CIRCULANTES NO
NORDESTE BRASILEIRO

VANESSA DE SOUSA DO VALE

Orientador: Prof. Dr. Gustavo Portela Ferreira

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pds-
Graduacdo em Biotecnologia — PPGBIOTEC
da Universidade Federal do Piaui — UFPI, como
requisito para obtencdo do titulo de Mestre em
Biotecnologia.

PARNAIBA - PI
ABRIL — 2015



FICHA CATALOGRAFICA
Universidade Federal do Piaui
Biblioteca Setorial Prof. Candido Athayde — Campus Parnaiba
Servico de Processamento Técnico

V149c Vale, Vanessa de Sousa do.
Caracterizagdo molecular de Dengue virus circulantes no nordeste
Brasileiro [manuscrito] / Vanessa de Sousa do Vale. — 2015.
61 f. :il. color.

Impresso por computador (printout).
Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) — Universidade Federal do

Piaui, 2015.
Orientacdo: Prof. Dr. Gustavo Portela Ferreira.

1. Dengue virus. 2. Analise Filogenética. 3. Co-circulagdo. I. Titulo.

CDD: 616.9




CARACTERIZACAO MOLECULAR DE Dengue virus CIRCULANTES NO
NORDESTE BRASILEIRO

Dissertacdo apresentada ao Programa de P6s-Graduacéo em Biotecnologia — PPGBIOTEC da
Universidade Federal do Piaui — UFPI, como requisito para obtencéo do titulo de Mestre em
Biotecnologia.

VANESSA DE SOUSA DO VALE

APROVADA EM 01/04/2015

BANCA EXAMINADORA:

Prof. Dr. Gustavo Portela Ferreira
Universidade Federal do Piaui — Campus Ministro Reis Velloso-PlI
Presidente

Profé. Dr?. Anna Carolina Toledo da Cunha Pereira
Universidade Federal do Piaui Campus Ministro Reis Velloso-Pl
Membro

Profé. Dr2. Cintia Martins Perinotto
Universidade Federal do Piaui - Campus Ministro Reis Velloso-PlI
Membro



DEDICATORIA

A minha m&e, minha maior inspiragéo...



AGRADECIMENTOS

A Deus que abengoa minha vida e tudo que dela floresce...

A minha mae, Neuza, pelo amor sem medida e todos 0s outros nobres sentimentos que
0 acompanham, minha eterna gratidao por acolher e motivar os meus sonhos.

Ao meu irmdo, Bruno, pelo carinho e torcida de sempre.

Ao meu pai, Raimundo, pelo amor e apoio incondicional.

A toda minha familia, em especial aos meus avds Antdnio e Joana, e as tias Maria,
Ivoneide e Cleidiane pelas oracdes e por acreditarem e incentivarem minhas conquistas.

Ao Janilson, de longe a pessoa que mais acredita no meu potencial, pelo amor,
companheirismo, forga e incentivo diarios.

Ao0s poucos e bons amigos, pelo afeto, cuidado e palavras de motivacdo em todos os
momentos.

A todos do BIOMIC pela parceria, incentivo e ajuda mdtua, em especial ao Deuzair pelo
auxilio e amizade.

A Tereza, minha companheira de luta e de gléria, obrigada pela amizade, contribuicdo
e por dividir comigo todos momentos de felicidade e aflicdo, ndo somente relativos a esse
trabalho, mas a minha vida.

A Luzeni, por literalmente ter sido luz durante a realizacdo desse trabalho, obrigada pela
ajuda e as palavras de fé e otimismo.

A todos do laboratério de Biologia Molecular, em especial a Hianny, pela amizade
sincera, acolhida, preocupacdo e por sempre tentar ajudar de alguma maneira.

Ao prof. Gustavo pelas oportunidades, ensinamentos, confianga, paciéncia e por
estimular meu crescimento e lapidar minhas caracteristicas profissionais durante esses anos.

A prof. Anna por me contagiar com seu entusiasmo pela microbiologia, por entender
minhas aflicdes e sempre incentivar meu crescimento.

Aos colaboradores de Minas Gerais, em especial a Leandra Figueiredo, pela
contribuicdo valiosa durante a realizacao deste trabalho.

Ao Mario Branco pela disponibilidade em responder meus questionamentos.

A todos os profissionais servidores da UFPI de Parnaiba, por contribuirem com o
crescimento cada vez mais expressivo da nossa instituicdo, em especial aos mestres, por

repassarem seus conhecimentos e valores na formacao de profissionais cidad&os.



EPIGRAFE

“O saber a gente aprende com os mestres e 0s livros.
A sabedoria, se aprende é com a vida e com os humildes.”

(Cora Coralina)



SUMARIO

2.1
22
2.3
23.1
2.4
2.5
2.6

3.1
3.2

4.1
4.2

421
4.2.2
4.2.3
4.2.4
4.3
4.4
4.5
4.6
4.7

INTRODUGAOD .......coieeteeeeeeeeeetee e tee s 10
REVISAO DE LITERATURA........oooieeeetieeseetese s eses s ssses s s sssessensssessansasanns 12
DBNQUE VITUS ...tttk bbbt bbbttt b bbb 12
CiClOS A& TrANSIMISSAD ....vevevierieiieie ittt sttt b e bbb 15
ASPECLOS ClINICOS € PALOGENESE ... .cuveuieiieieeie ettt 15
Fatores de risco para FHD/SCD ........cocoeiiiiece et 16
DiagnOstico 1aD0Oratorial...........ccooiiiiiiiiiee e 18
Origem e diversidade gENELICA. ........c.civeriiieceere ettt ns 20
Epidemiologia da dEBNQUE ........coiiiiiiiieeie s 24
OBUIETIVOS ...ttt b bbbttt bbb n e 28
ODBJETIVO GEIAL ... 28
ODJEtiVOS BSPECITICOS ...cuviiiiiiiecieeie ettt enreeras 28
METODOLOGIA ...ttt e bt te e reereenes 29
AAMOSTIAS ...ttt a e e bt e e s bt e b e e s st e e bt e e e e e e be e e nbe e ann e e nr e e nnr e 29
Extracdo do RNA e transcricdo reversa da reagdo em cadeia da polimerase (RT-
PCR) ottt e bt b bRt e ettt e b ne e 29
Transcricdo reversa (RT) utilizando iniciador especifico D2..........cccccevevevicvvieinenns 30
Transcricdo reversa (RT) utilizando random hexamers ..........ccceeeveeveerecvieceese e 30
PCR para regido junto aos genes C/PIM........cocoiiiiiiiieiiie e 30
PCR PAra 0 gENE E ...ttt nnne e 32
Purificagdo dos produtos da PCR ..ot 33
SEAUENCIAMENTO ...ttt ettt ettt e e s te e be e st e sbeesbeesnesbeesbeennesneenras 33
ANALISES AS SEQUENCIAS .....vevvereetiieieieete ettt ettt nens 34
AlINNAMENTO dAS SEQUENCIAS ......c.veveiitisiisie sttt 34
ANAlISES TIHOGENELICAS .......oiveeie et 34
RESULTADOS ...ttt sttt e b ne st e neenaens 35
DISCUSSAD ...ttt 40
PERSPECTIVAS ..ottt ettt et na et e e e tenteaneene e 47
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......cooiiiiiiineisiisiseisssse st 48



LISTA DE FIGURAS

Figura 1

Figura 2
Figura 3

Figura 4
Figura 5

Figura 6

Figura7

Figura 8

O Genoma do DENV, com aproximadamente 11kb de comprimento,
codifica trés proteinas estruturais: C, prM e E e sete ndo estruturais: NS1,
NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5 (adaptado por Guzman et al,
2010).

Ciclo de transmissédo do DENV (adaptado de Whitehead, 2007).

Comparagdo entre métodos diagndsticos diretos e indiretos. (Adaptado de
Peeling, 2010).

Risco da dengue global em 2010. (Adaptado de Bhatt, 2013).

Representacao grafica dos sorotipos identificados em amostras
provenientes dos anos de 2012, 2014 e o total nos dois anos analisados.

Eletroforese em gel de agarose 1,5% dos produtos da RT-PCR e controles
positivos, utilizando os iniciadores sorotipo-especificos: D1, TS1, TS2,
TS3 e TS4 para amplificacdo do gene C/prM. A amostra 43 representa
coinfeccdo pelos DENV 3 e 4.

Eletroforese em gel de agarose 1,5% dos produtos da RT-PCR e controles
positivos, utilizando os iniciadores sorotipo-especificos: D13F/D14R (972
pb), DEN3 1EF/DEN3 2ER (1012 pb) para amplificagdo do gene E. As
amostras 50 e 51 haviam positivado como DENV 3 na reacdo de
amplificacdo dos genes C/prM, foram negativas pela amplificacdo do gene
E, ja a amostra 52 foi positiva para 0 DENV 1 pelas duas metodologias. L:
marcador de peso molecular de 100pb (Ludwing BIOTEC, BR); CP:
controle positivo; B: branco).

Arvore filogenética construida pelo método da Méxima Verossimilhanca,
mostrando a identificacdo do gendétipo Il para as amostras de DENV 4
identificadas no Piaui. A &rvore foi construida atraves do programa PhyML
v.3.1 segundo método TIM1 com sitio invariavel estimado (TIM1ef+l) para
DENV-4, selecionado pelo jModel Test.2010.

15

25

35

36

36

39



LISTA DE TABELAS

Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Classificacdo dos diferentes genotipos de DENV de acordo com sua

distribuicdo geogréafica. Adaptado de Weaver & Vasilakis, 2009.

Sequéncia dos iniciadores descritos por Lanciotti (1992) para amplificacdo da
regido de interesse junto aos genes C/prM do DENV, com suas localizagdes e
tamanho do produto da reagéo PCR.

Sequéncia dos iniciadores para amplificacdo da regido de interesse no gene E
do DENV, com seus sorotipos especificos e tamanhos do produto da reacdo de
PCR.

Descricdo quanto as manifestacGes clinicas dos pacientes que sofreram

hospitalizaces por apresentaram quadro de agravamento por dengue.

21

31

32

37



ABREVIATURAS

ADE - Exacerbacdo dependente de anticorpo (do inglés “Antibody dependente
enhancement”)

C — Capsideo

cDNA — DNA complementar

DENV - Dengue virus

dNTP — Desoxirribonucleotideos Trifosfatados

E — Envelope

ELISA — Teste imunoenzimatico (do inglés “Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay”)
Fc — Receptor FC

FD — Febre do dengue

FHD — Febre hemorragica do dengue

GelRed — Gel corante de &cido nucleico

HLA — Antigeno leucocitario humano (do inglés “Human leukocyte antigen”)
IFN - Interferon

19G — Imunoglobulina G

IgM — Imunoglobulina M

MMLYV — Transcriptase reversa (do inglés “Moloney Murine LeukemiaVirus Reverse
Transcriptase™)

MRNA — RNA mensageiro

MTase — Metiltransferase

MV — Méxima Verossimilhanca

NAAT — Teste de amplifica¢do de 4cidos nucléicos (do inglés “Nucleic acid amplification
tests”)

nm — Nanometro

NS — Proteina ndo estrutural (do inglés “Non Structural Protein”)

PAGE - Eletroforese em Gel de Poliacrilamida

pb — Pares de base

PCR — Reacdo em cadeia da polimerase (do inglés “Polymerase Chain Reaction™)
PEG - Polietilenoglicol

pM — Picomoles

prM — Pré-membrana

RdRp- RNA polimerase dependente de RNA

RNA — Acido ribonucleico

RT — Transcricao reversa

RT-PCR — Transcrigao reversa da reagdo em cadeia da polimerase (do inglés “Reverse
transcriptase — polymerase chain reaction”)

SCD - Sindrome do Choque da Dengue

SLEV - Saint Louis Encephalites virus

SLN — Sequéncias de localizagdo nuclear

UTR — Regido néo traduzida (do inglés “Untranslated region”)

VRNA — RNA viral

WNYV - West Nilo virus



RESUMO

O Dengue virus possui uma extensa diversidade genética que consiste na existéncia de quatro
sorotipos virais (DENV 1-4), estes ainda se subdividem em genotipos e linhagens. O genoma
viral ¢ um RNA de fita simples, que produz trés proteinas estruturais (C, prM e E) e sete ndo
estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5). A proteina de envelope (E) interage
diretamente com o sistema imune do hospedeiro, por esta razéo o gene E possui a mais alta taxa
de mutacéo entre os flavivirus. Analises desse gene permitem acompanhar a evolucdo viral. As
variacBes genéticas do virus interferem na replicacdo eficaz, na viruléncia e no potencial
epidémico. Sendo assim, a inser¢cdo de um novo sorotipo, genotipo ou linhagem em uma
determinada regido pode levar ao desenvolvimento de epidemias, inclusive associadas a
quadros graves. Portanto, o presente trabalho objetiva analisar a circulagdo dos sorotipos e
realizar um estudo em filogenia dos Dengue virus circulantes no Estado do Piaui. Amostras de
soro sugestivas de infeccdo pelo DENV, provenientes de institui¢cfes publicas e privadas, nas
cidades de Teresina e Parnaiba-Pl, tiveram o RNA extraido e utilizado como molde para reacédo
de RT-PCR. Na amplificacdo dos produtos foram utilizados iniciadores especificos para 0s
genes C/prM e E. Os sorotipos foram identificados conforme o tamanho padrdo de bandas
obtido na eletroforese em gel de agarose. Amostras de DENV 4 foram purificadas e
sequenciadas. Sendo as sequéncias obtidas, alinhadas e comparadas quanto ao grau de
identidade entre os isolados e sequéncias depositadas no GenBank. Uma arvore filogenética foi
construida por analise de Maxima Verossimilhanca. A partir das analises foram identificados
0s quatro sorotipos circulantes no Estado, o que reflete o padréo hiperendémico do pais, isso
coloca o Piaui em situacdo de risco, pois a circulacdo de multiplos sorotipos é um fator
predisponente para o desenvolvimento de epidemias e formas severas, essa caracteristica tem
sido relatada de maneira crescente no pais, sobretudo nas faixas etarias mais jovens. O
sequenciamento de amostras locais de DENV 4 circulantes em 2012, revelou que elas
pertenciam ao gendtipo 11, semelhante ao que foi descrito em diversas regiGes do Brasil. As
amostras encontram-se filogeneticamente proximas as sequéncias que correspondem as
primeiras identificacdes da reintroducdo do DENV 4 no pais, que ocorreu em 2010 através do
Estado de Roraima. Nossas amostras ainda se agruparam proximas a sequéncias identificadas
em Sao Paulo, Minas Gerais, Para e Amazonas, o que reafirma a ideia que apds sua reintroducéo
por Roraima o virus se dispersou para as demais regides do pais. No mesmo subclado estdo
diversas amostras da Venezuela, Porto Rico e Colémbia, reforcando a hipotese que este virus
pode ter sido introduzido no Brasil através de Roraima, via Caribe, a partir da Venezuela. A
rota Caribenha é conhecida como importante via de entrada de novos virus na América do Sul
e consequentemente no Brasil. Pesquisas apontam a entrada do sorotipo DENV 2 no pais
através dessa rota. Estudos de monitoramento da inser¢do e circulagdo viral, bem como a
caracterizagdo molecular dos DENV sé&o de fundamental importancia, sobretudo em regides
endémicas como o Estado do Piaui, pois permitem a previsdo de epidemias e auxiliam no
estabelecimento de medidas de controle.

Palavras-chave: Dengue virus, Analise filogenética, Co-circulagédo
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1 INTRODUCAO

A dengue € a arbovirose mais importante no mundo, trata-se de uma doenca
emergencial de preocupacéo internacional, devido a répida disseminagédo e interrupcdo de
epidemias para além de fronteiras nacionais (TDR/WHO, 2009). A doenca ocorre em areas
tropicais e sub tropicais, sobretudo o Sudeste Asiatico, Pacifico e Américas. Estima-se que
mais de 50 milhdes de infeccbes ocorram anualmente, incluindo cerca de 500 mil
hospitalizages por dengue severa, principalmente em criangas (SAN MARTIN et al, 2010).
Esse cendrio representa prejuizos exorbitantes para os sistemas publicos de salde e perdas
econbmicas consideraveis, devido a incapacidade produtiva provocada no paciente (GUZMAN
& KOURI, 2002).

O Dengue virus (DENV) possui quatro sorotipos geneticamente distintos (DENV 1-
4), que se subdividem em genotipos e linhagens. Qualquer um dos sorotipos virais é capaz de
produzir um amplo espectro de manifestacdes clinicas, que variam de casos assintomaticos ou
febres autolimitadas a doencas hemorragicas severas. A gravidade da doenca esta condicionada
a fatores de risco como: idade, genética do hospedeiro, genética do virus e infecgdo secundéria
por sorotipo heter6logo (BACK & LUNDKVIST, 2013). Este Gltimo, é consequéncia da
circulacdo de multiplos sorotipos em uma mesma regido. Durante a reinfec¢do por sorotipos
distintos ocorre exacerbacdo da resposta imunolégica, levando ao desenvolvimento de

complicagdes hemorrégicas que podem culminar em ébito.

O Brasil esta localizado em uma regido hiperendémica, com 0s quatro sorotipo virais
circulando atualmente no pais. Os sorotipos DENV 1, 2 e 3 circulam a pelo menos 20 anos
(PIRES NETO et al, 2005) e 0 DENV 4 foi reintroduzido em 2010 (TEMPORAO et al, 2010).
Apbs esta Ultima introducdo, o sorotipo se espalhou rapidamente por varios Estados brasileiros,
inclusive o Piaui, que registrou o primeiro caso em 2011(WHO, 2014). Analises sequenciais
indicam que o genotipo predominantemente circulante no pais é o DENV 4 Il, embora o |
também tenha sido identificado em casos isolados (NUNES et al, 2012). Acredita-se que 0
provavel local de origem desse sorotipo seja a regido do Caribe, que é reconhecidamente uma
importante rota de entrada para novos DENV no Brasil (NUNES et al, 2014).

Estudos de monitoramento da introducéo e circulagéo viral, bem como a caracterizacéo

genotipica do virus sdo de fundamental importancia, sobretudo em regides endémicas como o
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Estado do Piaui. A anélise constante da circulacdo dos sorotipos e da distribuicdo e insercao de
novos genotipos auxiliam na identificacéo viral e permitem o reconhecimento de areas de risco
para dengue grave, fornecendo as principais informacgdes para implantacdo de programas
efetivos que evitem e controlem epidemias (DETTOGNI et al, 2011; GUZMAN et al, 2010).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Dengue virus

O Dengue virus (DENV) integra a familia Flaviviridae e o género Flavivirus
(GUBLER, 1988), trata-se de virus icosaédrico com 40-50 nm de diametro, envolto em um
envelope lipidico (FERREIRA et al, 2008). O genoma viral ¢ um RNA de fita simples, senso
positivo, com cerca de 11kb de comprimento e 10.700 nucleotideos, que codifica uma
poliproteina precursora de 3.411 aminodcidos. ApoOs clivagem a proteina precursora €
convertida em trés proteinas estruturais (Capsideo, C; Pré-membrana, prM e Envelope, E) e
sete ndo estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5) (ALVAREZ et al, 2006;
CHANG, 1997; CHAMBERS et al, 1990) (Figura 1).

5' UTR
NS2A NS4A
C|M\ E \NSﬂm NS3 D | NS5
[
NS2B NS4B 3'UTR

Figura 1: Genoma do DENV, com aproximadamente 11kb de comprimento e seus respectivos genes, codifica
trés proteinas estruturais: C, prM e E e sete ndo estruturais: NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5
(adaptado por Guzman et al, 2010).

As proteinas estruturais sdo componentes do virus maduro, ja as ndo estruturais sdo
expressas apenas quando o virus esta infectando a célula, ndo sendo empacotadas em niveis
detectaveis nas particulas maduras, estas estdo envolvidas no processo de replicacdo do
genoma viral (ALVAREZ et al, 2006). As propriedades biologicas do virus estdo situadas
principalmente na proteina E, incluindo a ligagéo ao receptor, a hemaglutinacéo de eritrocitos,
a inducdo de anticorpos neutralizantes e a resposta imune protetora (GUZMAN & KOURI,
2002; CHANG, 1997).

A matriz de leitura aberta ¢ flanqueada por duas regides nao traduzidas (5* e 3’ UTR)
de aproximadamente 95-135 e 114-650 nucleotideos respectivamente. A extremidade 5’
contém um cap tipo I, similar aum mRNA celular e para que a traducdo do RNA viral (VRNA)

ocorra, € necessaria a traducao inicial dessa regido. A extremidade 3’ ndo contém uma calda
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poli A, mas termina em uma regido conservada em forma de haste-alca, cuja estrutura é similar
em todos os flavivirus, acredita-se que essa regido esteja envolvida na replicacdo viral e na
tradugdo (GAMARNIK, 2010; PADMANABHAN et al, 2010; HAHN et al, 1987).

O DENV consiste em quatro sorotipos geneticamente distintos (DENV 1-4)
(GUBLER, 1998) e cada sorotipo € ainda subdividido em gendtipos e linhagens de acordo com
suas variacdes nucleotidicas. Recentemente um novo sorotipo viral foi descrito, 0 DENV 5,
este foi isolado em transmisséo silvestre na Malasia e posteriormente também detectado em
humanos, inclusive levando a quadros severos (VASILAKIS, 2013). Essa extensa
variabilidade genética tem implicacbes na gravidade da doenga, no padrdo de viremia e no
surgimento de epidemias (GUZMAN & KOURI, 2002).

A entrada do virus na célula ocorre por endocitose mediada por receptores, entre eles
as lecitinas do tipo C e as familias TIM e TAM da fostatidilserina (MEERTENS et al, 2012).
A glicoproteina E modifica o receptor de entrada na célula através da interacdo direta com o
sistema imune do hospedeiro, essa proteina € um dos principais alvos da imunidade humoral.
Ela é composta por trés dominios: dominio I, uma estrutura em pB-barril orientado
paralelamente a membrana viral; dominio Il, portador do peptideo de fusdo e dominio lll,
responsavel pela ligacdo ao receptor (CHU et al, 2007). Em estdgio maduro, a proteina E
apresenta-se como um homodimero com peptideo de fusdo inacessivel, sua exposicao a baixo
pH induz sua trimerizacdo e expbe o peptideo de fusdo, de maneira a permitir a juncdo das
membranas viral e celular (MODIS et al, 2004). Por conta da interacdo direta da proteina E
com o sistema imune do hospedeiro, 0 gene E possui a taxa mais alta de mutacéo entre os
Flavivirus, condicionando o surgimento de variantes genéticas (DETTOGNI et al, 2011; LAI
et al, 2008).

O pH acido do endossomo desencadeia uma mudanca conformacional na estrutura
viral e 0 genoma ¢€ liberado no citoplasma (HEINZ et al, 2003). O VRNA senso positivo é
convertido em uma Unica poliproteina que é clivada em proteinas estruturais e nao estruturais,
a traducéo da cadeia é interrompida para a sintese de intermediario de cadeia negativa que
serve como molde para o novo VRNA senso positivo. Os multiplos ciclos de tradugédo
produzem grandes quantidades de proteinas virais, que em conjunto com o VRNA sdo
montadas em novos virions (BACK, LUNDKVIST, 2013; CLYDE et al, 2006).

A infeccdo por DENV induz alteragfes na membrana intracelular e no citoplasma
(MILLER et al, 2010; MACKENZIE et al, 1996), essas alteragdes permitem a ancoragem do
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complexo de replicagéo viral. As proteinas C, prM e E possuem em suas regides C-terminais,
aminoacidos hidrofobicos que funcionam como sequéncias de sinal para inser¢do das mesmas
no reticulo endoplasmatico (SALONEN et al, 2005). Uma vez fixadas, uma peptidase de sinal
celular, juntamente com as proteases virais NS2B e NS3, clivam as proteinas estruturais e a
proteina NS1 em proteinas individuais (LOBIGS et al, 1993; PETHEL et al, 1992). A proteina
NS3 junto com seu cofator NS2B atua como uma serino protease que cliva as juncgdes entre
NS2A-NS2B, NS2B-NS3, NS3-NS4A, e NS4B-NS5, bem como os sitios internos de C, NS2A,
NS3 e NS4A (MILLER et al, 2010; BAZAN et al, 1989).

A NS1 é uma glicoproteina com dois locais de glicosilacdo que sdo conservados entre
os Flavivirus, sua funcdo ainda é desconhecida, mas acredita-se que ela facilite a infeccdo e a
patogénese do virus (LIBRATY et al, 2002). Trata-se de um importante marcador de infec¢édo
aguda, uma vez que é secretada ativamente pelas células infectadas e produz forte
imunogenicidade (AVIRUTNAN et al, 2010; SCHLESINGER et al, 1987). Os anticorpos
produzidos contra NS1 tém sido associados a disfuncdo endotelial por causarem reatividade

cruzada com proteinas presentes nas células do endotélio (LIN et al, 2006).

As pequenas proteinas NS2A, NS4A, NS4B estdo menos caracterizadas e descobertas
recentes propde um papel inibitério na transducdo de sinal mediada por interferon (IFN).
Acredita-se que a natureza hidrofobica destas proteinas tenha relacdo com a localizacdo
adequada das proteinas virais e do VRNA durante a replicagdo e montagem do virus (BACK,
LUNDKVIST, 2013).

A NS5 possui trés dominios funcionais: uma metiltransferase (MTase) na regido N-
terminal, sequéncias de localizacdo nuclear (SLN) e uma RNA polimerase dependente de RNA
(RdRp) na regido C-terminal. A MTase promove a metilacdo necessaria para o nivelamento do
genoma viral, as SLN interagem com a NS3 e sdo reconhecidas por fatores celulares,
permitindo o transporte das proteinas para o nicleo, e a RdRp é responsavel pela sintese de
novos genomas VRNA (MILLER et al, 2010).

Antes da liberacdo de novas particulas virais, a proteina estrutural prM é processada
por uma protease do hospedeiro na proteina M madura (STADLER et al, 1997), acredita-se
que a prM impeca as proteinas E de se reorganizarem e se fundirem prematuramente por
inducdo do pH, dessa forma, o evento de maturacdo é necessario para a infecciosidade
(ZHANG et al, 2003; GUIRAKHOO et al, 1992).
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2.2 Ciclos de transmissao

O DENV possui dois ciclos de transmissao: um urbano e outro silvestre (Figura 2). No
primeiro, o virus circula entre humanos sendo transmitido através de mosquitos do género
Aedes, sobretudo o Aedes aegypti. No segundo, o virus silvestre circula entre hospedeiros
primatas ndo-humanos e diversas espécies de mosquitos Aedes, nas florestas da Africa
Ocidental e da Malasia (GUBLER, 1988). O urbano ocorre em ciclos constantes de transmissédo
mosquito-homem-mosquito, nos quais os vetores adquirem o virus durante o repasto sanguineo
de humanos infectados no periodo de viremia e posteriormente o transmitem para individuos
sadios da mesma maneira (GUBLER, 1988).

Sylvatic/enzootic Epidemic
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Figura 2: Ciclo de transmissdo do DENV (adaptado de Whitehead, 2007).

A disseminacéo do virus reflete a distribuicdo do vetor e a dindmica de distribuicdo da
doenca tem relacdo direta com o ciclo de vida do mosquito (CARRINGTON, 2014). O rapido
crescimento ndo planejado dos centros urbanos, combinado com o abastecimento de &gua
inadequado e tratamento de esgoto deficiente, tem contribuido de maneira importante para a
transmissdo do DENV (McCALL, 2008).

2.3 Aspectos clinicos e patogénese

A dengue produz um amplo espectro de manifestacdes clinicas, que variam de infec¢des
assintomaticas e autolimitadas a doencas hemorréagicas severas. A OMS adotou durante muito

tempo a classificacdo da doenca em: Febre do Dengue (FD), Febre Hemorragica do Dengue
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(FHD) e Sindrome do Choque do Dengue (SCD). A primeira, mais branda, se caracteriza
tipicamente por febre alta, dor de cabeca, mialgia, artralgia, dor retro-orbital e rash
maculopapular; as ultimas, severas, apresentam complicacbes hemorragicas como epistaxe,
sangramento gengival, sangramento gastrointestinal, hematdria e trombocitopenia (GUZMAN
& KOURI, 2002). Recentemente esse arranjo foi revisto e a OMS passou a adotar um novo
sistema de classificacdo para a doenga: Dengue, Dengue com sinais de alarme e Dengue grave
(WANG et al, 2013), que passou a ser implantado no Brasil em 2014. Manifestacbes menos
comuns da dengue, como 0 acometimento neurologico, também podem ocorrer (BERKOWITZ,
2015).

2.3.1 Fatores de risco para FHD/SCD

Apesar das constantes pesquisas, a complexa patogénese da dengue ainda é pouco
compreendida, sabe-se que a gravidade da infeccdo pode estar condicionada a varios fatores de
risco como: infec¢do secundaria, idade, genética do hospedeiro e do virus. A primeira pode
resultar no fendBmeno de Exacerbacdo Dependente de Anticorpo (ADE) (BACK, LUNDKVIST,
2013; BALMASEDA et al, 2006; HALSTEAD et al, 2007; RICO-HESSE et al, 1997).

2.3.1.1 InfeccBes secundarias

Durante a infeccdo primaria o individuo produz anticorpos sorotipo-especificos
(homélogos) que conferem imunidade ao longo vida e anticorpos de protecdo cruzada
(heter6logos) que protegem contra os demais sorotipos por 3 a 4 meses. Na infeccdo secundaria,
estes Ultimos em baixas concentracGes ndo sdo capazes de neutralizar os sorotipos heterdlogos,
ao contrario, facilitam a entrada do virus nas células por meio da formac&o de complexos virus-
anticorpo que se ligam aos receptores Fc de mondcitos e macréfagos, levando ao aumento no
namero de células infectadas e consequentemente nos niveis de viremia. Esse fenémeno é
conhecido como Exacerbacdo Dependente de Anticorpo (ADE) (WHITEHORN et al, 2011;
HALSTEAD, 2007). O aumento da carga viral leva a resposta inflamatéria intensa com niveis
elevados de citocinas pro-inflamatdrias e uma intensa multiplicacdo de células T, estes eventos
podem culminar em FHD/SCD. (PEREZ et al, 2004; YANG et al, 1995).

Semelhante ao que acontece na resposta humoral, a resposta imune celular também
produz celulas T de memdria sorotipo especificas e de reacdo cruzada durante a infeccdo
priméaria. Em uma infecgdo secundaria ambas sdo estimuladas e as células de reagéo cruzada
poderdo agravar a infeccdo (MATHEW et al, 2014; KURANE et al, 1990). Estas reconhecem
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epitopos conservados ou alterados que variam entre 0s sorotipos, isso altera a qualidade da
resposta celular e o repertério imunoldgico envolvido no extravasamento plasmatico
(CASSETTI, et al 2014; ROTHMAN et al, 1999). Esse fendbmeno de baixa afinidade para o
sorotipo infectante, mas elevada afinidade para um sorotipo diferente adquirido em uma
infeccdo passada, é referido como “Pecado antigénico original” (Original Antigenic Sin)
(CASSETI et al, 2014; MANGADA et al, 2005; ZIVNA et al, 2002).

2.3.1.2 Idade

Criancas e gestantes séo consideradas grupos de risco para FHD/SCD (BISWAS et al,
2012). Os bebés e criancas tém manifestacOes clinicas diferentes dos adultos, principalmente
em infec¢des secundarias, neles a frequéncia de extravasamento plasmatico, gravidade e choque
é maior (VERHAGEN & GROOT, 2014; HAMMOND et al, 2005). Isso acontece porque 0
endotélio vascular € intrinsecamente mais permeével em criangas (GUZMAN & KOURI,
2002). Um grupo particularmente de alto risco para doenca severa, sdo os bebés nascidos de
mées com imunidade estabelecida para 0 DENV, pois caso venham a adquirir uma infeccéao
primaria no primeiro ano de vida, estdo sujeitos ao fendbmeno de ADE pela reacdo cruzada com
os anticorpos maternos (VERHAGEN & GROOT, 2014; MARTINA et al, 2009). No Sudeste
asiatico a dengue é principalmente uma doenca grave e infantil, diferente do que se observa nas
Ameéricas, onde a maioria dos casos € de dengue classica em adultos (RODRIGUEZ-
BARRAQUER et al, 2011; HALSTEAD, 2006), Entretanto esse padrdo Asiatico vem se
difundindo para Américas (SAN MARTIN et al, 2010), essa tendéncia tem sido justificada pela
teoria da infec¢do viral dindmica, em que as criancas tornam-se a populacdo susceptivel apds

os adultos terem sido infectados e estarem imunes (FERGUSON et al, 1999)

2.3.1.3 Genética do hospedeiro

Diferentes polimorfismos genéticos do hospedeiro podem ter consequéncias
importantes quanto a susceptibilidade a doenca (GUZMAN et al, 2010), evidéncias desse fato
surgiram durante epidemias de dengue em Cuba, onde foram observados um numero reduzido
de casos de FHD/SCD em pacientes de ascendéncia africana quando comparados aos de
ascendéncia europeia (GUZMAN & KOURI, 2002). Os polimorfismos dos genes HLA estdo
entre os mais estudados para associacdes genéticas com FHD/SCD (MATHEW et al, 2014).
Entre os fatores ditos ndo-HLA, que também estdo associados a gravidade da doenga, estdo o
receptor de vitamina D, o receptor Fcy IIA, o fator de necrose tumoral TNF-a e a interleucina
IL-10 (ANDERSON et al, 2014; GUZMAN & HARRIS, 2014). Além desses, os alelos MICA
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e MICB tém sido relacionados a infecgdes assintomaéticas e sintomaticas e os alelos MICB e
PLCEL1 a susceptibilidade a SCD (KHOR et al, 2011; GARCIA et al, 2011).

2.3.1.4 Genética do virus

Existem evidéncias de que 0s genotipos asiticos sdo mais virulentos e mais propensos
a causar hemorragia que o0s genotipos americanos, mesmo depois de uma infec¢do secundaria
(ANDERSON et al, 2006; RICO-HESSE et al, 1990). Um mecanismo hipotético sugere que
genotipos mais virulentos foram selecionados ao longo do tempo por sua maior capacidade de
se replicar em alvos humanos fundamentais, tais como macrofagos e células dendriticas, assim
0os DENV virulentos irdo produzir mais virus por célula, portanto maior viremia e resposta
inflamatdria (VASILAKIS et al, 2007).

2.4 Diagnostico laboratorial

Na auséncia de antivirais ou uma vacina eficaz contra 0 DENV, o diagnostico rapido
tornou-se essencial para 0 manejo do paciente, a diferenciacdo de outras doengas com
sintomatologia semelhante, a identificacdo precoce dos casos graves e a intervencdo
terapéutica (TANG et al, 2012; PARIDA et al, 2008; DEEN et al, 2006). O monitoramento
laboratorial permite o desenvolvimento de sistemas de vigilancia que investigam surtos,
caracterizando o perfil de circulacdo viral, reconhecendo éreas de risco para FHD/SCD e
fornecendo as principais informacgdes para implantacdo de programas efetivos que evitem e
contenham epidemias (GUZMAN et al, 2010; HILAIRE et al, 2008).

A confirmacdo laboratorial para 0 DENV envolve métodos diretos e indiretos, 0s
primeiros detectam o virus ou seus constituintes, enquanto que os Ultimos, os anticorpos
produzidos contra o agente viral (PEELING et al, 2010; TDR/WHO, 2009) (Figura 3).
Métodos diretos sdo Uteis na identificacdo precoce, durante a fase aguda quando o virus e seus
componentes podem ser detectados no soro, plasma, sangue total ou tecidos do 4° ao 5° dia
apos o inicio dos sintomas. Sao ditos diretos, o isolamento viral, 0 ELISA para deteccdo de
antigeno NS1 e a RT-PCR. Ja os métodos indiretos séo Uteis no diagndstico tardio, do 10° ao
15° dia ap6s o inicio dos sintomas (LAUGHLIN et al, 2012; TDR/WHO, 2009), nessa

categoria o principal método € o ELISA para deteccdo de IgM ou IgG. O uso combinado desses
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testes pode aumentar a sensibilidade e especificidade do diagndstico, pois permite a
identificacdo eficaz em diferentes estagios da doenca (LAUGHLIN et al, 2012).

Direct methods Indirect methods
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Figura 3. Comparag&o entre métodos diagndsticos diretos e indiretos. (Adaptado de Peeling, 2010).

O isolamento viral é o método de escolha e utiliza linhagens celulares de mosquito
Aedes albopictus C6/36, embora células de outros mosquitos (Aedes pseudoscutellaris, AP61)
e mamiferos (Células Vero, LLC-MK2 e BHK21) também possam ser usadas. O virus a ser
cultivado é obtido a partir do sangue total, soro ou plasma de 3-5 dias apds o inicio dos sintomas
ou a partir de tecidos em casos fatais (GUZMAN & KOURI, 2002). Mas sdo os testes
soroldgicos 0s mais comumente utilizados na rotina laboratorial, isso porque, sdo de facil
manuseio quando comparados a cultura de células e a RT-PCR. Embora seja dificil, se ndo
impossivel, que possam ser empregados na identificacdo de sorotipos especificos, pois 0s
anticorpos produzidos em infeccBes primarias possuem reatividade cruzada com outros
sorotipos DENV e anticorpos produzidos em infecgBGes secundarias possuem alta reatividade
cruzada ndo s6 com outros sorotipos DENV, mas também com outros flavivirus. Apesar das
muitas metodologias disponiveis para deteccdo de 1gG e IgM, o ELISA é o mais utilizado
(PEELING et al, 2010; TANG et al, 2012).

O RNA viral pode ser detectado através de testes de amplificacdo de acidos nucléicos
(NAAT), usando amostras de tecidos, sangue total ou soro colhidos durante a fase aguda da
doenga (PEELING et al, 2010). A transcricdo reversa da reacdo em cadeia da polimerase (RT-
PCR) tem sido aplicada ao diagnostico da dengue, vigilancia molecular e caracterizagdes
genéticas (GUZMAN & KOURI, 2002). Vérios protocolos para deteccdo do DENV foram
descritos e validados, utilizando RT-PCR convencional ou RT-PCR em tempo real e variam
quanto ao método de extracdo do RNA, a localiza¢do gendmica dos iniciadores, especificidade,

sensibilidade, deteccdo dos produtos e identificagdo dos sorotipos (TANG et al, 2012;
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MORITA, 1994; HARRIS et al, 1998; ROSARIO etal, 1998; LANCIOTTI et al, 1992). Trata-
se de uma metodologia sensivel e especifica, no entanto sua sensibilidade esta diretamente

relacionada a coleta durante o periodo de viremia (TANG et al, 2012).

2.5 Origem e diversidade genética

Acredita-se que os DENV tenham evoluido a partir de virus silvestres transmitidos
entre primatas ndo-humanos na Africa Ocidental e Asia. (HOLMES & TWIDDY, 2003;
GUBLER, 1997). Para averiguar essa hipdtese, Wang (2000) através de estudos filogenéticos
com o gene E, analisou amostras silvestres e humanas e concluiu que as linhagens humanas
evoluiram independentemente a partir de introducdes dos seus progenitores silvestres na
espécie. Sugeriu ainda, que essa evolucdo do virus para infeccdo de hospedeiros humanos,
estaria relacionada a modificacfes no dominio 11l da proteina de envelope, este fato vai de
encontro a outra hipotese, a de que o sistema imune do hospedeiro exerce pressdo seletiva
sobre a evolugéo viral (HOLMES & TWIDDY, 2003).

A maior expressao da diversidade genética do DENV esté certamente na existéncia de
quatro sorotipos virais, as distancias filogenéticas entre eles chegam a justificar que alguns
autores os classifiqguem como “espécies” distintas dentro do género Flavivirus (KUNO et al,
1998). O surgimento dos diferentes sorotipos provavelmente se deu por reparticdo ecolégica
em populagBes distintas de primatas, de modo que eles evoluiram de forma independente
(FERGUSON et al, 1999). A ordem de ramificacdo mais aceita até hoje, indica que 0 DENV
4 foi o primeiro a divergir, sequido do DENV 2 e por ultimo, houve a separacdo entre 0s
DENV 1 e DENV 3 (WANG, 2000).

Cada sorotipo é ainda subdividido em gen6tipos e linhagens. Essa extensa variabilidade
genética é uma caracteristica comum aos virus de RNA, e deve-se a alta taxa de mutacdo da
RNA polimerase dependente de RNA, as suas rapidas taxas de replicacdo e suas grandes
populacées (CHEN & VASILAKIS, 2011; DRAKE & HOLLAND, 1999). Existem indicios de
que também possam ocorrem recombinac@es entre os diferentes sorotipos, quando estes se
encontram em infecgdo simultdnea (L’AZOU et al, 2014; HOLMES et al, 1999). Essas
variacOes geneticas sdo determinantes importantes na replicagdo eficaz, na viruléncia e no
potencial epidémico (GUZMAN & HARRIS, 2014).

Os gendtipos foram classificados dentro de cada sorotipo, considerando as variagdes em

suas sequéncias nucleotidicas. O DENV-1 foi dividido em cinco genotipos de acordo com
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andlises da regido de juncao dos genes E/NS1 (RICO-HESSE, 1990), o DENV 2 por sua vez,
foi classificado em seis genotipos, considerando a mesma regido analisada para o sorotipo
anterior e analises complementares da proteina E (TWIDDY, 2002; RICO-HESSE, 1990). Jao
DENYV 3, foi dividido em quatro genotipos pelo sequenciamento dos genes M/E (LANCIOTTI
et al. 1994), e por altimo, o DENV 4 foi classificado em quatro genétipos por analise do gene
E (CHEN & VASILAKIS, 2011; LANCIOTTI et al, 1997). A distribuicdo geogréfica dos
gendtipo do DENV esta descrita na Tabela 1.

TABELA 1 - Classificacdo dos diferentes genétipos de DENV de acordo com sua distribuicdo geografica.
Adaptado de Weaver & Vasilakis, 2009.

SOROTIPO GENOTIPO DISTRIBUICAO GEOGRAFICA
| Sudeste Asiatico, China e Africa Oriental
1l Tailandia
11 Virus silvestre identificado na Malasia
DENV 1 i i _
v Ilhas do Pacifico Ocidental e Australia
vV Américas, Africa Ocidental e alguns virus da Asia
Asiatico 1 Malésia, Tailandia e Asia
Asidatico 2 Vietnd, China, Taiwan, Sri Lanka e Filipinas
Cosmopolita Australia, Africa Oriental e Ocidental, Ilhas do Pacifico e do Oceano Indico,
no subcontinente Indiano e no Oriente Médio
DENV 2 Americano América Latina e Caribe, subcontinente Indiano e em ilhas do Pacifico
Asiatico/Americano Tailandia, Vietnd e Américas
Silvestre Virus coletados em humanos, mosquitos ou animais sentinelas na Africa
Ocidental e Sudeste Asiatico
| Indonésia, Malésia, Filipinas e ilhas do Pacifico Sul
1l Tailandia, Vietnd e Bangladesh
DENV'3 " Sri Lanka, India, Africa e Samoa
v Porto Rico, América Latina e Central e Tahiti
| Tailandia, Filipinas, Sri Lanka e Japdo
1 Indonésia, Malésia, Thaiti, Caribe e Américas
DENV 4 11 Virus encontrados recentemente na Tailandia
v Virus silvestres da Malasia

Existem evidéncias de que alguns genotipos sdo mais virulentos que outros, pois
aparecem mais frequentemente causando quadros hemorragicos severos (WEAVER &
VASILAKIS, 2009). As principais pesquisas nesse sentido, mostram que o genotipo americano
do DENV 2, é considerado um genotipo de baixa viruléncia, pois ndo possui associagdo com
as formas graves, em contrapartida, o genotipo asiatico do mesmo sorotipo tem sido demostrado

como risco aumentado para hemorragias em infec¢fes secundarias (LEITMEYER et al, 1999;
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RICO-HESSE et al, 1997). Outro exemplo é o gendtipo Il do sorotipo DENV 4, que foi
apontado como mais virulento e com maior potencial de disseminacdo (PATIL et al, 2012). De
maneira geral os genoOtipos asiaticos demonstram maior capacidade para causar as formas
severas que 0s genotipos americanos (LEITMEYER et al, 1999), isso acontece porgue eles se
replicam mais eficientemente tanto em células dendriticas humanas, quanto no vetor Aedes
aegypti (COLOGNA et al, 2005; ARMSTRONG & RICO-HESSE, 2001)

Levando em conta essa associagdo entre geno6tipo e gravidade, existem hipdteses que
sugerem que a insercdo de diferentes sorotipos ou geno6tipos de DENV em uma determinada
regido, pode levar ao surgimento de casos graves da doenca e o desenvolvimento de epidemias
(WEAVER & VASILAKIS, 2009). Surtos ocorridos no Havai e no Tahiti entre 2001-02 foram
atribuidos a insercdo do DENV 1 gendtipo IV (IMRIE et al, 2006). Em 1981 a analise de
sequéncias parciais do DENV 2 circulante em Cuba, o primeiro pais ocidental a documentar
casos de FHD, mostrou que esse virus era filogeneticamente mais proximo de antigos gendtipos
de DENV 2 asiéticos, que do genotipo circulante até entdo (RODRIGUEZ-ROCHE et al, 2014;
SARIOL et al, 1999). Na Maléasia durante uma epidemia em 1993-94 foi verificada a introducao
do DENV 3 gendtipo Il (de origem tailandesa) que se sobrepbs ao gendtipo | que vinha sendo
detectado no periodo (KOBAYASHI et al, 1999). Em 2004 varios surtos provocados por
introducdes do DENV 4 de origem tailandesa ou indonésia ocorreram na Australia (HANNA
et al, 2006). E na Ameérica Central ap6s introducdo de um genOtipo do Sudeste asiético,
surgiram casos hemorragicos na Venezuela, Brasil, Coldmbia e México (PIRES NETO et al,
2005).

Atualmente os quatro sorotipos existem nas Américas e desde 1963 o continente tem
experimentado surtos causados pela circulacdo de pelo menos um genétipo de DENV 1, dois
de DENV 2, trés de DENV 3 e um de DENV 4 (ALLICOCK et al, 2012). Embora véarios
sorotipos possam circular em uma mesma regido, suas dindmicas evolutivas e espaciais fazem
com que um deles se estabeleca e predomine sobre os demais em determinados periodos de
tempo (ZHANG et al, 2005). No Brasil também circulam os quatro sorotipos, o0s DENV 1, 2 e
3 a pelo menos duas décadas (PIRES NETO et al, 2005) e 0 DENV 4 desde 2010 (TEMPORAO
et al, 2011). Novas linhagens tem sido introduzidas em intervalos de 7 a 10 anos no pais, tendo
como principal local de importacao desses novos virus a regido do Caribe (NUNES et al, 2014).
Essa réapida disseminacdo dos DENV conta com a importante contribuicdo do trafego aéreo
(NUNES et al, 2014; ALLICOCK et al, 2012).
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O DENV 1 tem sido relatado no Brasil desde 1985, quando foi identificado pela primeira
vez no Rio de Janeiro (SCHATZMAYR et al, 1986), desde sua introducdo o gendétipo V € o
unico detectado no pais. Drumond (2012), relatou a presenca de trés linhagens que foram
introduzidas em quatro eventos diferentes, a primeira de 1984 a 85, a segunda de 1997-99 e as
terceira e quarta entre 2004 e 2007. Os provaveis locais de origem dessas linhagens sdo o Caribe
para as linhagens | e 1l e a Venezuela para a linhagem 111 (NUNES et al, 2014).

Ja o DENV 2 foi identificado pela primeira vez no Brasil em 1990 no Rio de Janeiro,
quando foi responsavel pelos primeiros casos de dengue hemorrégica no pais. Em 2007 apds
sete anos de inatividade ele ressurgiu, ocasionando a epidemia mais grave ja registrada no
territorio nacional (FARIA etal, 2013; NOGUEIRA et al, 1990). Analises filogenéticas indicam
que pelo menos trés linhagens do gendtipo Americano-asiatico foram introduzidas no pais, a
linhagem I em 1988-89, a 1l em 1998-2000 e a 111l entre 2003-2005 (DRUMOND et al, 2013).
A possivel origem dessas linhagens, é o Caribe ou a Venezuela para a linhagem | e o Caribe
paraas linhagens Il e Il (NUNES et al, 2014). Barcelos Figueiredo (2014) sequenciou amostras
de DENV 2 que circularam no Piaui entre 2006 e 2007 e identificou duas linhagens distintas
pertencentes ao gendtipo Americano-asiatico, além disso lancou a hipGtese de que
possivelmente esse virus tenha surgido no pais através de uma nova rota, diretamente do Caribe

para a regido Nordeste do Brasil.

O primeiro caso de DENV 3 relatado no pais ocorreu em 2000 no Rio de Janeiro
(NOGUEIRA et al, 2001) e desde entdo o Unico gendtipo identificado foi o Ill. Este gendtipo
tem sido associado a surtos de dengue grave na Asia, Africa e América Latina (FRANCO et al,
2010; AQUINO et al, 2006). Araujo (2012) identificou quatro linhagens circulantes no pais,
duas delas se estabeleceram: a linhagem I, presente em todo em todo territério nacional de
2001-9 e a linhagem 11, na regido Norte de 2003-8; j& as linhagens Il e IV foram identificadas
em casos isolados na regido Norte de 2002-3. As linhagens I, 11 e 11l provavelmente foram
importadas do Caribe e a IV da Colémbia ou Venezuela (ARAUJO et al, 2012).

O DENV 4 circulou brevemente na regido Norte do pais em 1982 (OSANAI et al, 1983).
Em 2008 foi identificado em trés casos isolados em Manaus (MELO et al, 2009) e depois disso
ele ressurgiu apenas em 2010, quando foi detectado inicialmente em Roraima (TEMPORAO et
al, 2011) e depois em diversos Estados das regides Norte (Roraima, Amazonas, Para), Nordeste
(Bahia, Pernambuco, Piaui) e Sudeste (Rio de Janeiro e Sdo Paulo (SIQUEIRA JR et al, 2011).
Analises filogenéticas indicaram que o gendtipo predominantemente circulante no pais é o Il,

no entanto, o gendtipo | também foi identificado em casos isolados (SOUZA et al, 2011,
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NUNES et al, 2012). Acredita-se que 0 DENV 4 surgiu no Brasil a partir de varias introdugdes

de origens distintas: o Sudeste asiatico, o Caribe e a Venezuela (NUNES et al, 2012).

Considerando que as introduc@es de novos sorotipos, genotipos ou até mesmo linhagens
tem consequéncias importantes quanto ao desenvolvimento de formas graves e o surgimento de
epidemias, o sequenciamento viral para identificacdo e monitoramento do DENV, aparece
como uma ferramenta bastante Util para a previsao dos locais de maior risco, possibilitando o
direcionamento de politicas publicas (DETTOGNI et al, 2011).

2.6 Epidemiologia da dengue

A dengue é a arbovirose mais importante no mundo, incidente ao longo dos trépicos,
as maiores areas de risco estdo no continente asiatico e americano (BHATT et al, 2013). A
doenca evoluiu de esporadica para um grave problema de salde publica, gerando grandes
prejuizos econdmicos e sociais devido ao aumento da expansdo geogréafica, o numero de casos
e a gravidade da doenca (GUZMAN & HARRIS, 2014). Sua incidéncia aumentou cerca de 30
vezes nos ultimos 50 anos (WHO, 2012), essas altas taxas de transmissdo podem ser atribuidas
a fatores que favorecam o contato entre o vetor e o hospedeiro, as alteragdes climaticas e a
evolucdo do virus (RUNGE-RANZINGER et al, 2014; MANAKKADAN et al, 2013).

Segundo estimativas da Organizacdo Mundial de Saide (OMS), mais de 125 paises
estdo situados em areas endémicas, com cerca 2,5 bilhdes de pessoas vivendo em areas de risco
(MURRAY et al, 2013; WHO, 2012; GUBLER, 2011). Ainda segundo a OMS, anualmente
ocorrem cerca de 50 a 100 milhdes de infecgdes, com aproximadamente 500 mil casos de
dengue severa e 20 mil mortes (SHEPARD et al, 2011; GUBLER, 2002). Entretanto, novos
estudos indicam que esses nimeros sdo ainda maiores, Bhatt e colaboradores (2013) estimam
que 3,6 bilhGes de pessoas estejam atualmente vivendo em areas de risco, com 390 milhGes de
infeccBes ocorrendo anualmente. De acordo com os dados oficiais da OMS a taxa de
mortalidade é de 1% a 2,5%, podendo atingir 20% nos casos em que o tratamento adequado
ndo estd disponivel (DETTOGNI et al, 2011; HALSTEAD, 1997). A Figura 4 ilustra as

regides mundiais em risco de dengue.
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Figura 4. Risco da dengue global em 2010. (Adaptado de Bhatt, 2013).

Em 2010 estima-se que tenham ocorrido 96 milhdes de infecgdes por dengue aparente
no mundo, desses 70% ocorreram na Asia, 34% na India, 14% nas Américas, 16% na Africa e
apenas 0,2% nos paises da Oceania (BHATT et al, 2013). Na Africa, india e Mediterraneo os
surtos de dengue tem aumentado substancialmente, além disso, tem sido relatadas introdugdes
do DENV na Flérida, no sudeste da Franga e na llha da Madeira (GUZMAN & HARRIS,
2014). Essa expansdo da doenga deve continuar devido a dindmica moderna das alteracdes

climéticas, globalizacao, viagens, comercio e evolucdo viral (MURRAY et al, 2013).

Nas Américas uma campanha de erradicacdo do mosquito iniciada no fim de 1940
eliminou a doenca, mas durante os anos de 1960 o vetor ressurgiu (GUZMAN & KOURI,
2002), atualmente quase todos os paises sdo hiperendémicos com ciclos epidémicos ocorrendo
de 3 a 5 anos, essa frequéncia vem crescendo particularmente na América Latina (MURRAY
etal, 2013; FERREIRA, 2012; SHEPARD et al, 2011). Em 2010 mais de 1,6 milhdes de casos
de dengue foram registrados no continente, sendo 49 mil de dengue severa (MURRAY et al,
2013; WHO, 2012). O padréo epidemioldgico observado nas Américas é de dengue classica
em adultos jovens, diferente do Sudeste Asiatico, onde predominam as formas graves da
doenca em criancas (OOl et al, 2006; HALSTEAD, 2006), apesar disso, nas Américas tem sido
descrita uma mudanca gradual nesse perfil, com aumento do nimero de casos, sobretudo os
graves, em criangas ao longo da década de 2000. (L’AZOU et al, 2014; HALSTEAD, 2006).
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No Brasil o primeiro surto de dengue foi registrado em 1981 em Roraima, provocado
pelos sorotipos DENV 1 e 4 (TEIXEIRA et al, 2013; OSANAI et al, 1983). Em 1988 ocorreu
a primeira grande epidemia no Rio de Janeiro, que posteriormente se espalhou para as regides
Nordeste e Centro-Oeste. Ap06s dois anos uma nova epidemia ocorreu no Rio de Janeiro, agora
por acdo do DENV 2 (PIRES NETO et al, 2005). Entre 2002 e 2010 foram registrados cerca
de quatro milhdes de casos de dengue, com epidemias nos anos de 2002, 2008 e 2010,
importantes mudangas epidemioldgicas ocorreram nesse periodo. A epidemia de 2002 refletiu
a introducdo e predominio do DENV 3 e marcou 0 aumento do nimero de formas graves e
Obitos da doenca no pais. Durante a epidemia de 2007 a 2008, marcada pela recircula¢do do
DENV 2, houve um deslocamento do nimero de casos para criangas menores de 15 anos, tanto
de notificacdes quanto de internacdes, esse numero foi de 17% em 2002 para 27,5% em 2008,
isso tem sido justificado pelo acimulo de imunidade maltipla em adultos, tornando as criangas
a populacdo mais susceptivel (TEIXEIRA et al, 2008; RODRIGUEZ-BARRAQUER et al,
2011). J& na epidemia de 2010 causada pelo predominio do DENV 1, foi observada a

ocorréncia de ébitos em pacientes com co-morbidades (SIQUEIRA JR et al, 2011).

Ao longo dos anos tem sido observada uma tendéncia ao aumento de casos graves e
Obitos e consequentemente um aumento no nimero de internagdes por dengue no Brasil
(SIQUEIRA JR et al, 2011). A reintroducdo do DENV 4 no pais foi identificada no segundo
semestre de 2010 em Roraima (TEMPORAO et al, 2011), seguida de casos identificados no
Amazonas, Para, Ceard, Bahia, Rio de Janeiro e Sdo Paulo e Piaui, que teve o primeiro caso
confirmado em 2011 (SIQUEIRA JR et al, 2011; SVS, 2011). Atualmente os quatro sorotipos
circulam no pais e essa mudanca no perfil de circulacdo é um fator de risco para epidemias,

devido a vulnerabilidade da populacéo a este sorotipo (ACOSTA et al, 2011).

No Piaui os primeiros casos de dengue datam de 1994, dois anos mais tarde foi
registrada a primeira epidemia, mas somente a partir dos anos 2000 é que a identificacdo dos
sorotipos virais passou a ser realizada. Neste mesmo ano foi identificada a presenca do sorotipo
DENV 1; o DENV 2 foi identificado em 2002 e no ano seguinte os DENV 1, 2 e 3 foram
confirmados (MONTEIRO et al, 2009). A dengue ocorre em todas as regides do Estado, com
maior niimero de municipios com alta incidéncia localizados na regido norte (MINISTERIO
DA SAUDE, 2008). Em 2014 essa taxa foi de 189,1 casos por cem mil habitantes (SVS, 2014)
e a maior letalidade ja registrada foi de 8,4%, em 2006. (MINISTERIO DA SAUDE, 2010).
No ano de 2007 ocorreu a maior epidemia ja relatada, atingindo uma incidéncia de 431,78

casos por cem mil habitantes, esta refletiu o cenario nacional, em que a introdugdo do DENV
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2 ap0bs sete anos sem atividade, provocou aumentos na incidéncia e gravidade, principalmente
em criangas menores de 15 anos (TEIXEIRA et al, 2013; CAVALCANTI et al, 2011). A
ocorréncia de sucessivos surtos de dengue em varios municipios e a co-circulacdo dos quatro

sorotipos no Estado, favorecem o surgimento de casos graves (SESAPI, 2011).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Analisar a circulagéo dos sorotipos e realizar um estudo em filogenia dos Dengue virus

circulantes no Estado do Piaui.

3.2 Objetivos especificos

Detectar os sorotipos do Dengue virus em amostras de soro de pacientes com

sintomatologia sugestiva, no periodo de 2012 e 2014.

Identificar os sorotipos de Dengue virus através de RT-PCR, utilizando iniciadores
aleatdrios na etapa de transcrigao reversa e iniciadores especificos para os genes C/prM e E na

amplificacdo.

Construir arvore filogenética a partir do sequenciamento da regido dos genes C/prM,

agrupando o DENV 4 identificado no Piaui, com amostras circulantes depositadas no GenBank.
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4 METODOLOGIA

4.1 Amostras

Foram analisadas 117 amostras de soro de pacientes com casos suspeitos de
dengue em diferentes graus, cedidas pelo Laboratério Central Dr. Costa Alvarenga
(LACEN-PI) localizado em Teresina-Pl; ou pelo Hospital Estadual Dirceu Arcoverde
(HEDA\) e laboratorios privados localizados na cidade de Parnaiba -Pl. Estas amostras
foram coletadas em média 4,28 dias apds o inicio dos sintomas durante os anos de 2012
e 2014. Algumas foram submetidas a testes soroldgicos para deteccao do antigeno NS1ou
de anticorpos IgM e/ou IgG anti-dengue nas unidades que as cederam. Para as amostras
vindas do LACEN foram obtidos os dados constantes no Gerenciador de Ambiente
Laboratorial (GAL), ja para as amostras provenientes de Parnaiba, foram obtidas as
fichas clinicas quando disponiveis. As amostras foram liberadas para desenvolvimento
de pesquisa de acordo com Declaracao e autorizacao de carater ético e legal, concedida
pelo LACEN-PI.

4.2 Extracdo do RNA e transcricdo reversa da reacdo em cadeia da polimerase
(RT-PCR)
O RNA viral foi purificado a partir de 140ul de soro utilizando o QlAamp Viral
RNA Mini Kit (QUIAGEN, Valencia, CA, USA) de acordo com as especificacfes do

fabricante.

A reacdo da Transcricdo Reversa da Reacdo em Cadeia da Polimerase (RT-PCR)
é dividida em duas etapas: Transcricdo Reversa (RT) e Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR). A primeira reagdo (RT) utilizou iniciador especifico para a regido C/prM (2012)
ou Random Hexamers (2014). A segunda (PCR) utilizou iniciadores especificos para

duas regibes de interesse: 0s genes C/prM e E.
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4.2.1 Transcrigdo reversa (RT) utilizando iniciador especifico D2

A reacdo da Transcricdo Reversa (RT) ocorreu segundo descrito por Lanciotti
(1992), utilizando o iniciador especifico para a regido C/prM: D, Para um volume final
de 21 pl, a reacéo foi dividida em trés etapas. Na primeira, 7ul de RNA molde e 5ul (10
pM/ul) de primer reverse D, foram incubados em termociclador Thermal Cyclers
(Amplitherm®) a 70°C por 5 min. Na segunda, foram adicionados 4ul do tampéo da
enzima (5X), 2ul de dTT (0,1M) e 2ul de dNTPs (10mM) e incubados a 42°C por 5 min.
Na Ultima etapa foi adicionado 1pl de enzima RT (MMLYV) (200U/pl) e a reagdo incubada
a 42°C por 55 min e 72°C por 15min.

4.2.2 Transcrigdo reversa (RT) utilizando random hexamers

Para a reacdo da Transcrigdo Reversa (RT) foram utilizados iniciadores random
hexamers, que correspondem a oligodesoxirribonucleotideos de sequéncias curtas e
aleatorias [d (N)s] que se ligam ao RNA e permitem a sintese de cDNA. Para um volume
final de 26 i, a reacédo foi dividida em duas etapas: na primeira, 10 pl de RNA molde
e 5 pl de random hexamers (50 pM) foram incubados em termociclador Thermal
Cyclers (Amplitherm®) a 25°C por 10 min e 70°C por 5 min, em seguida os produtos
foram colocadas no gelo para impedir a formacéo de dimeros; na segunda etapa foram
adicionados 5 pl de Tampéo da enzima (5X), 5 pl de dNTP (10mM) e 1 pl de MMLV
(200U/ pl), os produtos foram incubados a 37°C por 60 min e 85°C por 5 min.

4.2.3 PCR para regido junto aos genes C/prM

Seguindo o modelo descrito por Lanciotti e colaboradores (1992), as amostras
foram submetidas a duas reacdes de amplificacdo: RT-PCR e Nested PCR. Na primeira
foram utilizados os iniciadores D1 e D2, especificos para uma regido conservada entre
0S quatro sorotipos virais, dessa forma a positividade da reacdo indica amplificacdo do
DENYV independente do sorotipo. Na segunda reagéo foram utilizados iniciadores que se
ligam especificamente a cada um dos sorotipos, TS1, TS2, TS3 e TS4, assim é possivel
identificar os sorotipos individualmente. A Tabela 2 lista os iniciadores com sua

localizacdo e os tamanhos dos seus respectivos produtos apos a PCR.
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TABELA 2 - Sequéncia dos iniciadores descritos por Lanciotti (1992) para amplificacdo da regido de
interesse junto aos genes C/prM do DENV, com suas localizagdes e tamanho do produto da reacdo PCR.

GENE [ INICIADORES SEQUENCIA (5°-3°) POSICAO | PRODUTO
Forward D1 TCAATATGCTGAAACGCGCGAGAACCG | 134-161 511pb
Ciprm | ReverseD2 | TTGCACCAACAGTCAATGTCTTCAGGTTC | 616-644
TS1 CGTCTCAGTGATCCGGGGG 568-586 482pb
TS2 CGCCACAAGGGCCATGAACAG 232-252 119pb
TS3 TAACATCATCATGAGACAGAGC 400-421 290pb
TS4 CTCTGTTGTCTTAAACAAGAGA 506-527 392pb

A reacdo de PCR para amplificacdo dessa regido utilizou os iniciadores D1 e
D2. Para um volume final de 25 pl foram utilizados: 2,5ul de tampao (10x), 2ul de MgCl»
(256mM), 0,3ul de dNTPs (10mM), 0,1pl de Primer foward — D1 (10 pM/ pl), 0,1l de
Primer reverse — D2 (10pm/ul), 0,25ul de Tag DNA polimerase (2U/ul), 5ul de cDNA
para cada amostra e 17,25ul de H2O estéril. Depois de misturados, os reagentes foram
submetidos a diferentes ciclos de temperatura gerados em termociclador Thermal
Cyclers (Amplitherm®). As condi¢bes de amplificagdo foram: desnaturacdo inicial por
94°C por 5mim, com 35 ciclos de amplifica¢do (94 °C por 1 min; 58°C por 1 min; 72°C

por 1 min), seguidos de uma extenséo final por 10 min a 72°C.

Os amplificados obtidos na PCR foram analisados em gel de agarose 1,5%
corados com GelRed™ (Uniscience). Um produto de 511 pb era esperado para
amplificacdo da regido junto aos genes C/prM, que corresponde a regido flanqueada pelo
par de iniciadores D1 e D2, dentro da qual estd uma regido de consenso entre 0s sorotipos

virais.

A segunda reacdo para tipagem do virus (Nested-PCR), utilizou iniciadores
especificos para cada sorotipo: TS1, TS2, TS3 e TS4. Inicialmente os produtos da
primeira reacdo (RT-PCR) foram diluidos em &agua estéril de acordo com a sua
positividade, amostras positivas diluidas de 1:5 e negativas de 1:19. Para um volume
final de 25 pl foram utilizados: 2,5ul de tampéo (10x), 2ul de MgCl. (25mM), 0,3ul de
dNTPs (10mM), 0,1pl de D1 (10 pM/ pl), 0,1pl de TS1 (10 pM/ pl), 0,1l de TS2 (10
pM/ ul), 0,1ul de TS3 (10 pM/ pl), 0,1l de TS4 (10 pM/ pl), 0,25ul de Taqg DNA
polimerase (2U/ul), 5ul do produto diluido inicialmente e 14,45ul de H2O estéril. As
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reacOes foram submetidas a 95°C por 3 minutos, com 30 ciclos de amplificacdo (94 °C
por 1 minuto; 58°C por 1 minuto; 72°C por 1 minuto), seguidos ao final por 10 minutos
a 72°C. Os amplificados obtidos foram analisados em gel de agarose 1.5% corados com
GelRed™ (Uniscience). Os produtos esperados para amplificagdo do gene C/prM, que
corresponde a regido flanqueada por cada par de iniciadores das reacGes estdo listados

na Tabela 2.

424 PCR paraogeneE

Para a amplificagdo do gene E foram utilizados iniciadores sorotipo-especificos
desenvolvidos por colaboradores (BARCELOS FIGUEIREDO et al, 2014; ROCHA et
al, 2013). Dessa forma os produtos obtidos a partir da RT-PCR permitiram a identificacdo
especifica de cada sorotipo em uma unica reacdo. A Tabela 3 lista os iniciadores e 0s

tamanhos dos seus respectivos produtos apés a PCR.

TABELA 3 - Sequencia dos iniciadores para amplificagéo da regiéo de interesse no gene E do DENV, com
seus sorotipos especificos e tamanhos do produto da reagéo de PCR.

Sorotipo | Iniciadores Sequéncia (5'-3") Produto
DENV 1 D13F AGCCAAAATATCAAACACCAC
D14R AAAGGTGGTTCTGTCTCAATG 972 pb
DENV 2 DEN2 3EF GTTCACGGGACATCTCAA
DEN2 4ER GTTCTTTATTTTTCCAGC 651 pb
DEN3 1EF CAATGAGATGTGTGGGAG
DENV 3 | DEN3 2ER CTTCTTTCTTCAACACAA 1012 pb
DEN4E-F | TATAGGATCCCGATGCGTAGGAGTAGGAAAC
DENV 4 | DEN4E-R | AGCAAGCTTTTATGTGGACTCAAACATCTTGCC | 1212 pb

Para um volume final de 25 pl foram utilizados: 2,5ul de tampéo (10x), 2,0ul de
MgCl2 (25mM), 0,5ul de dNTPs (10mM), 0,3ul de cada um dos iniciadores D13F, D14R,
D2 3EF, D2 4ER, D3 1EF, D3 2ER, D4 EF e D4 ER (10 pM/ pl), 0,25pl de Tagq DNA
polimerase (2U/ul), 3ul de cDNA e 14,35ul de H2O estéril. Depois de misturados os
reagentes foram submetidos a diferentes ciclos de temperatura gerados em termociclador
Thermal Cyclers (Amplitherm®). As condic¢Oes da PCR para a amplificacéo de E, foram:
desnaturacdo inicial por 94°C por 5mim, com 30 ciclos de amplificagdo (94 °C por 45
seg; 56°C por 1 min; 72°C por 1:30 min), seguidos de uma extensao final por 10 min a
72°C. Os amplificados obtidos foram analisados em gel de agarose 1.5% corados com
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GelRed™ (Uniscience). Os produtos esperados para amplificacdo do gene E, que

corresponde a regido flanqueada por cada par de iniciadores, estéo listados na Tabela 3.

4.3 Purificagdo dos produtos da PCR
Os amplicons foram sequenciados diretamente. Para a purificagdo foi utilizada a

solugédo de PEG 8000 20%, 2,5 M NaCl, de acordo com o protocolo descrito por
Rosenthal (1993) com algumas modificacfes. Ao volume do produto de PCR, foi
adicionado o mesmo volume da solucdo de PEG 8000, essa mistura foi homogeneizada
em vortex e incubada a 37° C por 15 minutos. Ap6s esse periodo o produto foi
centrifugado a 14.000 x g por 15 minutos e o sobrenadante descartado. O sedimento
restante foi lavado duas vezes com etanol 80% gelado, o sobrenadante descartado e o
sedimento seco a 37° C. 12ul de &gua ultra pura estéril foram adicionados para
ressuspensdo do DNA purificado, apés eluicdo o DNA foi incubado em banho-maria a
37° por 15 minutos.

4.4 Sequenciamento
O sequenciamento foi realizado através do método dideoxi descrito por Sanger

(1977), em sequenciador automatico capilar ABI3730 (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA), utilizando o kit “ABI Prism R Big Dye M Terminator Cycle Sequencing
Ready Reaction” (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), seguindo as

especificacOes de reacdo e leitura do fabricante.

Nas reacBes de sequenciamento foram utilizados aproximadamente 120 ng do
DNA de cada amplicon purificado, acrescidos dos respectivos iniciadores especificos
senso e antissenso (5uM). Cada amplicon foi sequenciado em ambas as dire¢des (foward
e reverse). As reacOes foram feitas em placas de 96 poc¢os seguindo 0s seguintes
parametros: desnaturacdo inicial a 96°C por 1 minuto, seguida de 35 ciclos de 96°C por
15 segundos, 50°C por 15 segundos e 60°C por 4 minutos, em termociclador
(Mastercycler gradient, Eppendorf, Alemanha). Em seguida, as reagles de
sequenciamento foram precipitadas para eliminagdo dos iniciadores ndo utilizados e o

DNA purificado ressuspenso em formamida HI DI.
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4.5 Analises das sequéncias

A montagem e visualizacdo das sequéncias finais foi feita com a analise dos
cromatogramas obtidos por meio dos programas Chromas LiteTM (Technelysium Pty
Ltd), Phred, Cross-match, Phrap e CAP3, disponiveis no sitio eletrénico da Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecudria (EMBRAPA), por meio do enderecgo:

http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/.

As sequencias obtidas foram comparadas as disponiveis em dep6sito no banco de
dados Gen Bank por meio de um alinhamento no banco de dados do “National Center
for  Biotechnology Information”, utilizando 0 programa BLAST 2.0
(http://lwww.ncbi.nlm.gov/BLAST.- Basic Local Aligment Tool, Altschul et al., 1990).
As sequéncias de nucleotideos que foram compativeis a regido amplificada e analisada

neste trabalho, foram selecionadas para analises comparativas.

4,6 Alinhamento das sequéncias

Os alinhamentos das sequéncias de nucleotideos foram realizados com o auxilio
dos programas Clustal W versdo 1.6 (HIGGINS et al, 2010) implementado no pacote
MEGA 6.1 (THOMPSON et al, 1994; KUMAR et al, 2004; http//megasoftware.net) e
MUSCLE (EDGAR, 2004), disponivel no sitio eletrbnico
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/. Durante a revisdo dos alinhamentos ajustes

foram feitos manualmente, quando necessario.

4,7 Analises filogenéticas
A selecdo do melhor modelo para a construcdo das arvores filogenéticas foi feita

por meio do programa JModel Test (POSADA, 2011). Para construgcdo das arvores
filogenéticas foi utilizado o programa PhyML v.3.1 (GUINDON et al, 2010) com 100
replicatas de bootstrap, empregando o critério Akaike Information Criterion (AIC). A
andlise por Maxima Verossimilhanca (MV) foi feita utilizando o método TIM1 com sitio
invariavel estimado (TIM1ef+l) para DENV-4. As arvores filogenéticas foram
visualizadas no FigTree v.1.4.0 (RAMBAUT, 2007).
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5 RESULTADOS

Foram analisadas 117 amostras, desse total 60 eram referentes ao ano de 2012 e
as demais ao ano de 2014. A maioria delas foi submetida a testes sorolégicos diretos para
deteccdo do antigeno NS1 e/ou indiretos, para deteccdo de anticorpos IgM, nas
instituicOes que as disponibilizaram para nossa posterior analise molecular. As amostras
apresentaram altos indices de positividade para esses testes, ao final 47,86% foram
positivas para alguma dessas metodologias, 29,91% positivaram para deteccdo do
antigeno NS1 e 21,36% para o anticorpo IgM.

As analises por RT-PCR positivaram em 17,94% do total de amostras. Os quatro
sorotipos virais, DENV 1-4, foram identificados nos dois anos analisados, sendo o DENV
3 0 mais prevalente, representando 76,19% das identificacbes, seguido do DENV 2 com
14,28%, do DENV 4 com 9,52% e por ultimo do DENV-1 com 4,76% (Figura 5).

Sorotipos identificados durante os anos de
2012 e 2014
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Figura 5. Representacdo gréfica dos sorotipos identificados em amostras provenientes dos anos de 2012,
2014 e o total nos dois anos analisados.

Durante o0 ano de 2012 o indice de positividade foi de 21,66%. Neste ano todas as
andlises foram feitas através da amplificacdo da regido de juncdo dos genes C/prM, que
ocorre em duas etapas, na primeira, o amplificado indica infeccdo por DENV
independentemente do sorotipo, ja na segunda, os produtos sdo sorotipo especificos.
Apenas uma amostra ndo foi positiva na reamplificacdo. Ao longo do ano foram
identificados os sorotipos DENV 2, DENV 3 e DENV 4. Em trés amostras foram
verificadas coinfecgdes, ou seja, a presenca de mais de um sorotipo viral, sendo em duas
a coinfecgéo pelos sorotipos DENV 3 e DENV 4 e em uma pelos sorotipos DENV 2 e
DENV 3 (Figura 6).
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Figura 6. Eletroforese em gel de agarose 1,5% dos produtos da RT-PCR e controles positivos, utilizando
os iniciadores sorotipo-especificos: D1, TS1, TS2, TS3 e TS4 para amplificacdo do gene C/prM. A amostra
43 representa coinfecgéo pelos DENV 3 e 4.

No ano de 2014, 14,03% das amostras foram positivas por RT-PCR. As analises
foram feitas através da amplificacdo de duas regides, a regido junto aos genes C/prM e o
gene E. Ao contrario da primeira, em que a identificacdo do sorotipo s6 acontece ap6s
duas etapas, a reacdo de amplificacdo do gene E identifica o sorotipo em uma Gnica etapa.
Através da amplificacdo dos genes C/prM foram identificados dois sorotipos: DENV 1 e
DENV 3, apenas uma amostra ndo foi positiva na reamplificacdo. As amplificagdes do
gene E identificaram apenas o sorotipo DENV 1, amostras positivas para DENV 3 por
amplificacdo de C/prM, ndo positivaram quando a regido amplificada foi o gene E.
Entretanto o sorotipo DENV 1 foi positivo pelas duas metodologias (Figura 6). Neste
ano o sorotipo predominante foi o DENV 3, representando 85,71% do total de
identificacOes, sequido do DENV 1 com 14,28% dos casos.

1000 pb
900 pb

Figura 7. Eletroforese em gel de agarose 1,5% dos produtos da RT-PCR e controles positivos, utilizando
os iniciadores sorotipo-especificos: D13F/D14R (972 pb), DEN3 1EF/DEN3 2ER (1012 pb) para
amplificacdo do gene E. As amostras 50 e 51 haviam positivado como DENV 3 na reagdo de amplificagdo
dos genes C/prM, foram negativas pela amplificacdo do gene E, ja a amostra 52 foi positiva para 0 DENV
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1 pelas duas metodologias. L: marcador de peso molecular de 100pb (Ludwing BIOTEC, BR); CP: controle
positivo; B: branco.

Em relagéo a epidemiologia das amostras positivas por RT-PCR, verificamos que:
o0 sexo feminino foi o mais acometido e a média de idade foi de 28,61 anos. Quanto a
gravidade dos casos clinicos, a maioria das amostras positivas, 76,19%, apresentou
sintomas caracteristicos de dengue cléassica, os mais relatados foram febre, cefaléia,
mialgia e artralgia. Cinco pacientes, 23,80%, foram internados por apresentarem quadro
de agravamento por dengue, destes, trés evoluiram para cura e dois para Obito. Dos
pacientes que sobreviveram, dois casos ocorreram em 2012, uma paciente do género
feminino de 34 anos com complicagdes hemorragicas e o outro, uma paciente do mesmo
sexo de 42 anos no terceiro trimestre de gestacdo; o terceiro caso ocorreu em 2014 em
uma crianca de 8 anos que desenvolveu FHD. Quanto aos casos que evoluiram para 6bito,
ambos ocorreram em 2014, um em uma paciente do género feminino de 78 anos e o0 outro
em um paciente do género masculino de 54 anos, neste ultimo caso ocorreu uma
manifestacdo menos comum da dengue, 0 acometimento neuroldgico, com paresia dos
membros superiores e inferiores.

Considerando fatores como o sorotipo identificado e a gravidade do quadro clinico
foram selecionadas cinco amostras para o sequenciamento. A descri¢do das mesmas esta

ilustrada na Tabela 4.

Tabela 4. Descri¢do quanto as manifestages clinicas dos pacientes que sofreram hospitalizages por
apresentaram quadro de agravamento por dengue.

Amostra | Ano | Idade Manifestaces clinicas Evolucéo Sorotipo
PI-32 | 2012 | 23 Febre, cefaleia, mialgia e artralgia Cura DENV 3 e
DENV 4
*Pl-43 | 2012 | 42 Febre, cefaléia, mialgia, atralgia, Cura DENV 3 e
plaguetopenia, leucopenia DENV 4

PI-50 | 2014 | 78 | Astenia, hipotensdo, dor abdominal, Obito DENV 3

plaguetopenia e leucopenia
PI-51 |2014| 54 Mialgia, paresia dos membros Obito DENV 3
superiores e inferiores
PI-52 | 2014 8 Febre, cefaleia, mialgia, hemorragia Cura DENV 1
conjuntival

*paciente no 3?2 trimestre de gestacao.

As amostras de 2014 identificadas como DENV 1 e DENV 3 ainda estdo em
andlise, para o sequenciamento e construcdo das arvores filogenéticas. Para as amostras

de 2012, na tentativa de obter resultamos com a menor interferéncia possivel, foram



38

sequenciados apenas o0s sorotipos DENV 4 das coinfeccdes. Priorizou-se este sorotipo em

virtude da sua recente introducdo no pais e no Piaui.

Ap0s o sequenciamento a partir da regido de juncao dos genes C/prM, as amostras
de DENV 4 referentes ao ano de 2012 produziram uma sequéncia de 271 nucleotideos
cada uma (D4BR_PI1_PI1-32_2012 e DABR_PI_PI-43_2012). Ao serem alinhadas atraves
do BLAST, estas apresentaram 100% de homologia com as sequéncias das primeiras
amostras brasileiras de DENV-4 depositadas no GenBank em 2011, sob numeros de
acesso HQ822125 e JN559741. Ambas correspondem a amostras de Roraima, onde

acredita-se que o virus tenha sido introduzido no pais.

Uma arvore filogenética foi produzida pelo método da Maxima Verossimilhanca
através programa PhyML versdo 3.1 (Figura 7). Nesta, as amostras identificadas no Piaui
agruparam-se dentro do gendétipo Il e formaram um subclado com outras amostras
isoladas no Brasil, nos Estados de S&o Paulo, Minas Gerais, Roraima, Pard e Amazonas,
e em outros paises americanos: Venezuela, Colombia e Porto Rico, situados de acordo
com a distribuicdo geogréfica desse genotipo, que corresponde a Indonésia, Malésia,
Thaiti, Caribe e Américas.
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Figura 8. Arvore filogenética construida pelo método da Maxima Verossimilhanga, mostrando a
identificacdo do genotipo Il para as amostras de DENV 4 identificadas no Piaui. A arvore foi construida

através do programa PhyML v.3.1 segundo método TIM1 com sitio invariavel estimado (TIM1lef+l) para
DENV-4, selecionado pelo jModel Test.
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6 DISCUSSAO

A maioria das amostras analisadas neste estudo foi previamente submetida a
testes soroldgicos nas instituicGes parceiras. Estes métodos sdo os mais utilizados no
diagnostico de rotina da dengue, principalmente devido ao seu facil manuseio e baixo
custo. Entretanto sdo reconhecidamente menos especificos que os métodos moleculares
(PEELING et al, 2010). Percebemos que os indices de positividade por esses métodos
foram ligeiramente maiores que os obtidos por RT-PCR. Essa variacdo entre as
metodologias pode ser atribuida por exemplo, ao periodo de coleta, como descrito por
Santiago (2013), Huhtamo (2010) e Poersch (2004), em que os métodos diretos como a
RT-PCR séo mais eficientes durante o periodo de viremia. Apos o quinto dia, os métodos
mais Uteis passam a ser 0s indiretos, como as sorologias para detec¢do do anticorpo IgM.
Assim, amostras coletadas apds o periodo de viremia podem ter dificultado sua
confirmacéo por RT-PCR.

Outro fator interferente no diagnostico molecular, diz respeito ao
armazenamento e manipulagdo das amostras, pois 0 VRNA é muito sensivel as alteracdes
de temperatura e requer condicdes especificas de armazenamento a -70°C (TDR/WHO,
2009). Como esse método nao faz parte das rotinas laboratoriais, os profissionais ndo
estéo habituados a manipular as amostras com o devido cuidado e isso acaba ocasionando
a degradacdo do material genético, o que inviabiliza a reagcdo. Barkham (2005) também
relatou essa perda em seu estudo. Apesar disso, identificamos amostras positivas por RT-
PCR que foram negativas pelas demais metodologias, o que reafirma a eficiéncia do
método.

Uma consideracdo importante, € que os testes sorolégicos podem apresentar
falso-positivos devido a reatividade cruzada com outros flavivirus (GUZMAN et al,
2010). No Brasil, além do DENV e de surtos esporéadicos de febre amarela (CAMARA et
al, 2013), outros flavivirus de importancia médica tem sido identificados, como o Saint
Louis Encephalites virus (SLEV), que recentemente teve seu primeiro genoma
sequenciado a partir de uma amostra brasileira (VEDOVELLO et al, 2015), e 0 West Nilo
virus (WNV), cujo primeiro caso do pais foi identificado no Piaui em novembro de 2014
(WHO, 2014). Em virtude disso, consideramos possivel que casos provocados por outros
flavivirus, possam ser erroneamente diagnosticados com DENV, como foi relatado por
Rocco (2005), em que um caso de SLEV no Estado de S&o Paulo foi confirmado por RT-

PCR ap0s sorologia inconclusiva para DENV.
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As andlises por RT-PCR foram positivas em 17,94% das amostras, resultados
semelhantes (16,9%) foram descritos por Gurukumar (2009). Amplificamos duas regides
do genoma viral, a juncdo dos genes C/prM e o gene E. A primeira corresponde a
metodologia de Lanciotti (1992), que é bem caracterizada e amplamente utilizada na
tipagem viral. Apesar disso, alguns autores tem apontado resultados falso negativos pelo
uso desse método (CHIEN et al, 2006; REYNES et al, 2003). A explicagdo esta
possivelmente nas alteragdes gendmicas do DENV, que por ser um virus de RNA estad em
constante processo de recombinacdo (STEINHAUER et al, 1992). Como o método ja foi
descrito a alguns anos, sup8e-se que a regido de anelamento dos iniciadores tenha sofrido
mudancas em alguns virus, o que impediria a amplificacdo do fragmento investigado na
reacdo. Em nosso estudo o método foi capaz de identificar os quatro sorotipos virais,
demostrando que ainda é eficiente para os virus circulantes na regido. Ainda assim,
podemos supor que sua viabilidade vem reduzindo ao longo dos anos a partir de
observacgdes em nosso laboratdrio.

A amplificagéo do gene E por sua vez, permite identificar mudangas recentes e
acompanhar a evolucao viral. Essa regido possui a mais alta taxa de mutacdo entre 0s
flavivirus, isso acontece por que ela interage diretamente com o sistema imune do
hospedeiro e portanto sofre forte presséo evolutiva (DETTOGNI et al, 2011; CHEN et al,
2003). Assim as analises dessa regido refletem melhor a dindmica evolutiva do virus. Sua
principal desvantagem € que os iniciadores precisam ser frequentemente redesenhados,
uma vez que essa regiao sofre mutacdes constantes. O fato foi descrito anteriormente para
Lanciotti, os iniciadores muitas vezes perdem a complementariedade com os locais de
ligagéo e isso impede que a reagdo aconteca. Essa dificuldade foi demostrada em nosso
estudo, quando percebemos que as amostras positivas para 0 DENV 3 pela amplificacédo
de C/prM ndo positivam em reacdes para o gene E. Acreditamos ser provavel que as
amostras circulantes atualmente no Estado, possuam mudancas em relagao as sequencias
analisadas para construcdo dos iniciadores. Isso é compreensivel, uma vez que esses
iniciadores foram desenhados por colaboradores no Estado de Minas Gerais, para
amostras circulantes naquela regiao.

As caracteristicas epidemioldgicas apresentadas pelas amostras positivas por
RT-PCR: sexo feminino mais acometido, média de idade de 28,61 anos e forma clinica
predominante a doenca branda; vao de encontro a outros estudos que descrevem esse
padrdo (CAVALCANTI et al, 2010; SIQUEIRA JR et al, 2011). Esses achados séo

semelhantes ao descrito para o cenario nacional, que por sua vez, reflete o padrédo
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epidemioldgico das Ameéricas, em que a doenca se manifesta principalmente como
dengue cléssica em adultos jovens; diferentemente do Sudeste Asiatico, em que
predominam as formas graves da doencga em lactentes e criancas (HALSTEAD, 2006).
Ao longo dos anos o Brasil tem registrado um aumento no nimero de casos graves,
principalmente em menores de 15 anos, padrdo que se assemelha ao descrito para o
Sudeste Asiatico. Esse fato foi particularmente observado no pais ao longo dos anos de
2007 e 2008, apos a reintroducdo do DENV 2 (BARCELOS FIGUEIREDO et al, 2014;
TEIXEIRA et al, 2013). Essa mudanca foi descrita em varios Estados brasileiros
(CAVALCANTI et al, 2011; ROCHA & TAUIL, 2009; COSTA & FACANHA, 2008).
No Piaui, Santos (2012) registrou que em 2007 o numero de notificagdes em menores de
10 anos de idade, foi quase trés vezes superior ao observado no ano anterior, com as
formas graves da doenca predominando nessa faixa etaria. A principal justificativa para
essa mudanca, diz respeito ao acimulo de imunidade contra os multiplos sorotipos pelos
adultos, o que torna as criangas a populacdo susceptivel apds aqueles terem sido
infectados e estarem imunes (TEIXEIRA et al, 2013; RODRIGUEZ-BARRAQUER et
al, 2011).

Embora a maioria dos casos tenha se desenvolvido com sintomatologia branda,
foram observados cinco casos de internacdo decorrentes de agravamento por dengue.
Destes, trés evoluiram para cura e dois para 6bito. Estes ultimos aconteceram no ano de
2014, o que reflete o crescente aumento no nimero de casos graves e 6bitos registrados
no pais. Segundo o Ministério da Saude, neste mesmo ano o Piaui registrou trés obitos
por dengue em comparacdo a um Obito no ano anterior (MINISTERIO DA SAUDE,
2014).

Dentre os pacientes que sobreviveram, dois pertenciam a grupos de risco para o
desenvolvimento das formas severas. A primeira foi uma crianca de 8 anos de idade que
desenvolveu hemorragia conjuntival, o maior risco relacionado a esse grupo, tem sido
atribuido a permeabilidade vascular aumentada nessa faixa etaria (GUZMAN et al, 2010).
O segundo caso foi uma mulher de 42 anos no terceiro trimestre de gestacdo, essa
condig&o tem sido associada a complicagOes maternas e fetais. Machado (2013) descreveu
um aumento da mortalidade em mulheres nessa situacdo. Leite (2014) em um estudo com
gestantes no nordeste brasileiro, relatou um indice de 10,6% de infeccdo recentes e
chamou atencdo para outra condicdo de risco, que consiste na presenca de anticorpos IgG
no sangue materno e no corddo umbilical em mais de 95% dos casos. Isso leva a crer, que

muitos recém nascidos possuem anticorpos anti-dengue transitorios de origem materna e
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caso venham a adquirir a doenca durante o primeiro ano de vida, esses anticorpos podem
favorecer o agravamento da doenca em fungédo do fendmeno de ADE (VERHAGEN &
GROOT, 2014).

Dos casos que evoluiram para ébitos, um correspondia a uma mulher de 78 anos
que apresentou hipotensdo grave, provavelmente decorrente do extravasamento
plasmaético caracteristico dos casos de choque por dengue (GUZMAN & KOURI, 2002).
E o outro, a um homem de 54 anos que desenvolveu uma manifestacdo menos comum da
doenca, 0 acometimento neuroldgico com paresia dos membros superiores e inferiores.
Este foi inicialmente reportado com diagndstico de dengue e com o surgimento das
complicagdes, recebeu também o diagndstico de sindrome de Guillain-Barré. Esta doenca
se caracteriza como uma neuropatia inflamatéria desmielinizante, que pode se
desenvolver apos infeccdes, sobretudo virais (ORSINI et al, 2010). Ferreira (2005) e
Orsini (2010) também demostraram a associacdo entre essa sindrome e a infeccao por
DENV. Embora os mecanismos ainda ndo sejam compreendidos, sabe-se que a relagdo
entre as duas esta na resposta imune, pois 0s mesmos mediadores inflamatoérios séo
encontrados nas duas patologias (SULEKHA et al, 2004).

O Brasil esta localizado em uma regido hiperendémica, onde atualmente
circulam os quatro sorotipos virais (PIRES NETO et al, 2005). Como consequéncia disso,
0 pais vem apresentando uma tendéncia ao aumento no nimero de casos graves e 6bitos,
ja que a circulacdo de maultiplos sorotipos é um fator predisponente para o
desenvolvimento de epidemias e formas severas (SIQUEIRA et al, 2011). Em reflexo ao
cenario nacional, durante os dois anos analisados, nosso estudo identificou os quatros
sorotipos virais no Estado do Piaui. Essa co-circulacdo também foi relatada por Bastos
(2012) no Estado do Amazonas e Villabona-Arenas (2014) em Séo Paulo. Isso coloca o
Piaui em situacdo de alto risco para o desenvolvimento das formas graves, € possivel
visualizar a confirmag&o dessa situacdo, quando considerarmos que em 2014 houve um
aumento na incidéncia e na mortalidade no Estado quando comparadas ao ano anterior.
Em 2013 foi registrada uma taxa de incidéncia de 139,9 casos por cem mil habitantes e
um ébito, ja em 2014 esses numeros foram de 189,1 casos por cem mil habitantes e trés
6bitos (MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

Segundo o Ministério da Saude a distribuicdo nacional dos sorotipos virais em
2014 foi a seguinte: o DENV 1 foi o mais prevalente, correspondendo a 83,3% dos casos
identificados no ano, seguido do DENV 4 com 15,1%, do DENV 2 com 1,3% e por ultimo
do DENV 3 com 0,3% (MINISTERIO DA SAUDE, 2014). No Piaui, neste mesmo ano,
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identificamos os sorotipos DENV 1 e 3 e diferentemente no cenario nacional, o sorotipo
mais prevalente foi o DENV 3 com 87,5% dos casos identificados ao longo daquele ano.
Durante os dois anos analisados o DENV 3 representou 76,19% das amostras positivas,
seguido do DENV 2 com 14,28%, do DENV 3 com 9,52% e DENV 1 com 4,76%. O que
sugerimos € que um pais de grandes propor¢des como o Brasil, apresenta variacdes no
padrdo de circulagdo viral ao longo do seu territdrio, isso ocorre devido as dindmicas de
evolucdo e circulagdo do virus.

Outro achado importante em nosso estudo sdo as coinfec¢bes identificadas
durante o ano de 2012, essa é uma situacdo caracteristica de regides hiperendémicas como
o Piaui, onde circulam varios sorotipos virais. No Brasil diversos estudos tem relatado
infeccbes por mais de um sorotipo, como Bona (2012), Bastos (2012) e Figueiredo
(2011). Qutros paises endémicos como Taiwan (WANG et al, 2003) e Peru (MAMANI
et al, 2008), também relatam casos de coinfecdes.

O surgimento do DENV 4 em 2008 causou preocupacao no pais, haja vista que
a presenca de um sorotipo contra o qual a populagdo ndo possui imunidade representa um
risco acentuado para o nimero de infecges, incluindo os casos graves (TEMPORAO,
2011). Através do sequenciamento da juncdo dos genes C/prM, identificamos que o
DENV 4 circulante em amostras locais pertence ao genétipo Il, em concordancia com o
cenario nacional que apontou esse achado em vérios estudos (ACOSTA et al, 2011;
SOUZA et al, 2011; NAVECA et al, 2012; NUNES et al, 2012). Embora esse seja 0
gendtipo em ampla circulacdo no pais, o gendtipo | também foi identificado em casos
isolados (NUNES et al, 2012; SOUZA et al, 2011) e em mosquitos em Manaus
(FIGUEIREDO et al, 2013). Devido a dinamica viral entendemos que um deles tende a
se sobrepor sobre o outro, entretanto as evidéncias da circulacdo de dois gendtipos
aumentam ainda mais os riscos de desenvolvimento de epidemias e formas graves no pais
(ALLICOCK et al, 2012). Neste contexto destacamos a importancia de estudos que
identifiqguem precisamente as linhagens virais e as mutagdes que possam resultar em
aumento da viruléncia e transmissdo, dessa maneira 0s eventos de dispersdo e circula¢éo
podem ser melhor compreendidos (BONA et al, 2012; DRUMOND et al, 2012).

As amostras de DENV 4 analisadas neste estudo agruparam-se em um subclado
do gendtipo 1, muito proximas as amostras identificadas em Roraima por Nunes (2012)
e Acosta (2011), (HQ822125 e JN559741 respectivamente). Essas descri¢des
correspondem aos primeiros depositos de sequéncias do DENV 4 em amostras brasileiras.

Além disso, também agruparam-se proximo a amostras identificadas em S&o Paulo,
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Minas Gerais, Pard e Amazonas, o que reafirma a ideia de que apés sua reintroducéo em
Roraima o virus se dispersou para as demais regides do pais, como sugerido por Siqueira
(2010). O gendtipo | encontrado em casos isolados no pais é apontado por sido
introduzido através do Sudeste asiatico (TEMPORAO et al, 2011).

No mesmo subclado foram agrupadas ainda, diversas amostras da Venezuela e
algumas de Porto Rico e da Colémbia, isso reforca a hipotese apontada por muitos
autores, de que este virus se originou no Caribe e chegou ao Brasil através de pelo menos
trés introducgdes, duas a partir da Venezuela para Roraima e uma da Colémbia para o
Amazonas (SOUZA etal, 2011; NUNES et al, 2012). A rota Caribenha é conhecida como
importante via de entrada de novos virus na América do Sul e consequentemente no
Brasil. Acredita-se que ndo somente 0 DENV 4, mas outros sorotipos e suas linhagens
tenham sido introduzidos no pais através dessa rota (NUNES et al, 2014; ARAUJO et al,
2012).

A insercdo de novos virus é comumente descrita no Brasil pelas regides Norte e
Sudeste, entretanto Barcelos Figueiredo (2014) através de analises em amostras de DENV
2 que circularam no Piaui durante os anos de 2006 e 2007, sugeriu uma nova rota de
entrada no pais através deste Estado. Por meio de estudos filogenéticos os autores
verificaram que essas amostras se agruparam muito proximas as isoladas no Rio de
Janeiro, que é sugerido como o local entrada do virus no pais entre 2007 e 2008
(DRUMOND et al, 2013). No entanto as amostra identificadas no Nordeste ja circulavam
entre 2006 e 2007, o que levou a hipdtese de que o virus em questdo, teria sido inserido
na regido Nordeste anteriormente a regido Sudeste. Considerando a proximidade
geogréfica entre o Piaui e o Caribe e a importancia da descoberta, destacamos aqui a
necessidade de estudos em vigilancia para detectar, caracterizar e tracar a evolucdo do
DENYV nessa regiao.

Concluimos que atualmente no Piaui circulam os quatro sorotipos virais, essa
caracteristica hiperendémica coloca o Estado em situacdo de risco para o0
desenvolvimento de epidemias e formas graves da doenca. O ultimo sorotipo a ser
introduzido foi o DENV 4 em 2011. Através de analises filogenéticas nds identificamos
gue as amostras de DENV 4 circulantes nesse periodo pertencem ao genotipo I,
semelhantemente ao que € descrito em muitas regides do pais. O agrupamento dessas
amostras juntamente com virus da Venezuela, reforcam a hipotese mais difundida entre
0s autores, a de que este gendtipo se originou no Caribe e possivelmente chegou ao Brasil

através da VVenezuela.
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Diante disso, reforcamos a necessidade da vigilancia epidemiolégica continua e
dos estudos filogenéticos que monitorem a entrada e circulacdo dos DENV no Brasil,
particularmente no Piaui, a fim de fornecer informagcfes importantes sobre a
disseminacéo, genética e evolucdo do virus. A caracterizacdo em genotipos virais, por sua
vez, nos permite inferir que determinados virus possam relacionar-se com uma maior

propenséo a epidemias e doenca grave.
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7 PERSPECTIVAS

Pretendemos revisar os iniciadores utilizados na amplificacdo do gene E para o
sorotipo DENV 3, afim de conseguirmos viabilizar a reacdo. Insistimos na amplificagdo
deste gene, porque além de prevermos a defasagem da amplificacdo dos genes C/prM
com o passar dos anos, esperamos estabelecer os sequenciamentos das amplificagcdes do
gene E. Andlises a partir dessa regido sao mais fiéis as amostras recentes e permitem
acompanhar melhor a evolugdo viral, ja que esse gene esta em constante processo de
mutacé&o.

Esperamos também concluir as anélises das amostras de DENV 1 e 3 amplificadas
durante o ano de 2014, estas serdo sequenciadas e arvores filogenéticas construidas, afim
de reconhecermos 0s genoétipos aos quais pertencem. A partir disso, todas as analises

realizadas neste trabalho para o DENV 4, seréo estendidas aos sorotipos DENV 1 e 3.
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