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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR

Fernanda de Bruycker Nogueira

Este estudo apresenta a fiogenia e caracterizacdo molecular baseados na andlise do
gene do envelope (E) (1.485 nucleotideos) dos DENV-1 (n=48) e na regido
codificante completa (10.176 nucleotideos) de seis representantes dentre as 48
amostras analisadas, isolados durante as epidemias ocorridas desde a introducao
do sorotipo em 1986 até 2011. Possiveis eventos de recombinacdo genbmica
também foram analisados. Os resultados baseados na analise do gene E
demonstraram que os DENV-1 isolados dos estados do Rio de Janeiro, Espirito
Santo, Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Alagoas, Ceara, Piaui e Rio Grande do
Norte pertencem ao genétipo V (América/Africa), mas agrupam-se em clades
distintos. Trés grupos foram identificados, um datando entre 1986-2002 (linhagem
1a), um segundo grupo representado por virus isolados entre 2009 e 2011 e uma
cepa isolada representativa do ano de 2002 (linhagem 2) e um grupo de cepas
isoladas em 2010 e 2011 (linhagem 1b). A linhagem 2 apresentou um alto suporte
de bootstrap garantindo a sua separagao das outras linhagens. As linhagens la e
1b, apesar de se agruparem em ramos distintos, foram caracterizadas no mesmo
grupo, com bootstrap acima de 75%. Além disso, as linhagens l1a e 1b foram mais
relacionadas com as cepas americanas e a linhagem 2 com as cepas asiaticas. As
substituicbes de aminoacidos (aa) foram observadas nos ectodominios | e Ill da
proteina E e foram associadas a separacéo das linhagens. Uma substituicdo em Eg7
diferenciou a linhagem la das linhagens 1b e 2. As alteracfes observadas em E 33,
Es94 (ectodominio 1l1), E42s € Es3p (regiao “stem”) diferenciaram as linhagens 1a, 1b e
2. A andlise da regido codificante completa apresentou um elevado namero de
substituicdes de aa (n=82), distribuidas entre as seis cepas estudadas, no entanto a
cepa representante da linhagem 2 apresentou aproximadamente 50% do total
observado. Com excecédo do gene C, todos os outros genes analisados (prM/M, E,
NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5) permitiram a classificacdo genotipica
dos DENV-1. Os genes NS3 e NS5 permitiram a separacao das linhagens 1 e 2, no
entanto, apenas o0 gene E e a regido codificante completa foram capazes de
distinguir as linhagens em 1a, 1b e 2. Nenhum evento recombinante foi detectado
dentre as amostras do estudo quando comparadas com amostras de referéncia
disponiveis do Genbank, porém uma cepa da linhagem 1la, isolada no estado do Rio
de Janeiro em 1988 foi considerada mais relacionada com uma cepa possivelmente
recombinante isolada no estado do Parana no ano de 2001 (amostra de referéncia
AF513110/BR/2001).
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ABSTRACT

MASTER DISSERTATION IN MOLECULAR AND CELL BIOLOGY

Fernanda de Bruycker Nogueira

This study presents the phylogeny and molecular characterization based on
envelope gene (E) analysis of DENV-1 (n=48) isolated during epidemics occurred
since this serotype introduction in 1986 to 2011. From those strains, six were fully
sequenced (coding region) and possible genomic recombination events were
analyzed. The results of the phylogenetic analysis based on the E gene showed that
DENV-1 isolates from the states of Rio de Janeiro, Espirito Santo, Minas Gerais,
Mato Grosso do Sul, Alagoas, Ceard, Piaui and Rio Grande do Norte belong to
genotype V (America/Africa), but grouping in distinct clades. Three groups were
identified, one dating from 1986 to 2002 (lineage l1la), a second group isolated
between 2009 and 2011 and a representative strain isolated in 2002 (lineage 2) and
a group of strains isolated in 2010 and 2011 (lineage 1b). Lineage 2 has a high
bootstrap support ensuring their separation from the other lineages. The lineages 1la
and 1b, despite in distinct branches, were characterized in a same group supported
by a bootstrap of 75%. Furthermore, the lineages la and 1b were more closely
related to the American strains, while lineage 2 to the Asian strains. Amino acids (aa)
substitutions were observed in the ectodomains | and Ill of the E protein and were
associated to the lineages separation. A substitution on E,g; differentiated the lineage
la from the lineages 1b and 2. Changes observed in Essg, Ezgs (ectodomain Ill),
E2s and E430 (Stem region) differentiated lineages 1a, 1b and 2. The complete coding
region analysis showed a large number of specific aa changes (n=82) distributed
among the six strains studied, however lineage 2 presented approximately 50% of
the total detected. With the exception of the C gene, all the others genes analyzed
allowed the DENV-1 classification into the distinct genotypes. However, only the E
gene and the entire coding region were able to group those into the distinct lineages.
No recombinant event was detected but a sample belonging to lineage la was
closely related to the known recombinant strain AF513110/BR/2001.
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1 INTRODUCAO

1.1 Histérico da Dengue

Os primeiros relatos de grandes epidemias de doenca febril compativel
com os sintomas da dengue ocorreram em 1779 e 1780, nos continentes Asiatico,
Africano e Norte Americano. Porém, estes sintomas ja haviam sido descritos em
uma Enciclopédia Chinesa de sintomas e remédios em 265 a 420 d.C. durante a
Dinastia Chin que foi formalmente editada em 610 d.C. (Dinastia Tang) e
posteriormente em 992 d.C. (Dinastia Norte Sung), sendo chamada de “veneno da
agua” devido a associagao dos insetos voadores com a agua (Gubler, 1997; 1998).
A doenca foi caracterizada por rash, febre, dor nos olhos, artralgia, mialgia e
manifestacbes hemorrdgicas, incluindo sangramento de orofaringe, gengiva,
intestinal e vaginal (Gubler, 1997). Surtos de doencas nas Antilhas Francesas em
1635 e no Panama em 1699 também poderiam ter sido dengue (Gubler, 1997;
1998).

A dengue ou doenga muito semelhante teve uma ampla distribuigéo
geografica antes do século XVIII, quando foram descritas as primeiras pandemias
(Gubler, 1998). Contudo, ainda hoje existe a dificuldade em confirmar a doenca
considerando apenas dados clinicos devido aos sinais e sintomas compartilhados
com outras doencas tropicais (Vasilakis et al., 2010).

Durante os séculos XVIII e XIX a febre do dengue dispersou na América
do Norte, América do Sul, Bacia do Caribe, Asia e Australia. Nas Américas, a grande
propagacao foi devido as repetidas introducfes do vetor Stegomyia (St.) aegypti
(Aedes aegypti), que foram introduzidos através dos navios negreiros e de outros
navios comerciais que atravessaram o oceano Atlantico partindo da Africa
(Rodriguez-Roche & Gould, 2013).

A primeira descricdo clinica detalhada seguramente da dengue foi
realizada por Benjamin Rush, quando descreveu uma epidemia de “febre remitente
biliar” e apresentou o0 nome “febre quebra ossos” para descrever a epidemia de 1780
na Filadélfia (Rush, 1789 apud Vasilakis et al., 2010). Este termo foi usado em San
Juan, Porto Rico em 1763 sugerindo que a dengue ja era bem conhecida no Caribe.

Na mesma época, David Bylon descreveu uma epidemia em 1779 em Jakarta,

1



Indonésia, que se chamava “Knokkel-koorts” ou febre das articulagbes e ambos os
médicos enfatizaram a gravidade das dores, a erupc¢do e a tendéncia a recaidas
(Bylon, 1780 apud Vasilakis et al., 2010).

A origem do nome dengue € controversa. Sugere-se que o termo “dengue”
tenha sido usado pela primeira vez em Cuba. Porém, em 1801, a rainha da
Espanha, Maria Luisa, se referiu a uma doenca que teve como dengue. Em cartas
ao Palacio Real datada de 12 de junho de 1801, ela disse: “Eu estava doente com
uma doenca chamada “dengue” e, desde ontem, tinha sangramento” (Soler et al.,
1949 apud Gubler 1997). Entretanto, a origem mais provavel da palavra dengue é de
Swahili. Em ambas as epidemias relacionadas com doenga semelhante a dengue,
em Zanzibar (1823) e na Costa Leste Africana (1870), a enfermidade ja era chamada
de Ki-Dinga Pepo, descrita por Christie como “uma doenga caracterizada por uma
caibra, como um ataque subito, causado por um espirito maligno”. Durante a
epidemia em Cuba no ano de 1828, a doenca foi inicialmente chamada de Dunga,
mas depois mudou para dengue, termo pelo qual tem sido conhecida desde entéao
(Christie, 1881 apud Gubler, 1997; Munoz, 1828 apud Gubler, 1997). No Brasil, entre
1845 e 1849 a doenca era conhecida como “Polka fever” (Gubler, 1997).

O termo dengue foi introduzido na literatura médica inglesa durante a
epidemia do Caribe em 1827-1828. Em 1869, foi estabelecido pelo “London Royal
College of Physicians” a denominagao desta enfermidade, até entdo referida na

literatura como “febre articular”, “febre quebra ossos
(Siler et al., 1926 apud Halstead, 1974; Halstead, 1980).

, “dinga”, “polka”, entre outros

A constatacdo de que mosquitos eram o0s vetores de transmissao da
dengue ocorreu no inicio da década de 1900, a partir de estudos conduzidos por
Graham (1903) e Bancroft (1906), sendo o ultimo a apresentar conclusées de que o
Aedes. aegypti poderia transmitir a doenca. Os estudos realizados em Taiwan,
Filipinas e no Pacifico demonstraram que Aedes albopictus, Aedes polynesiensis e

Aedes. scuttellaris, poderiam ser eficientes vetores dos DENV (Gubler, 1997).

Segundo os registros historicos, entre 1823 e 1916, houve uma segunda
série de pandemias da dengue percorrendo o mundo, da Africa para a india e da
Oceania para as Américas, com duracdo de 3 a 7 anos. Embora néo seja possivel

identificar o sorotipo envolvido, estes surtos foram causados provavelmente pelo



mesmo sorotipo e foram transportados entre as regides geograficas através do

trafico de escravos e do comércio (Gubler, 1997; Weaver & Vasilakis, 2009).

Leichtenstern (1896) foi o primeiro a reconhecer a dengue com uma
doenca dos portos maritimos das regides costeiras que poderia se dispersar pelo
interior ao longo dos rios, como o Ganges e o Indo na india, ou do Mississippi nos
Estados Unidos. A invasao dos tropicos pelo mosquito vetor Aedes aegypti africano,
provavelmente devido a circulacdo de pessoas e o armazenamento de aguas nos
veleiros foram fatores que mudaram radicalmente o comportamento da dengue no
Sudeste Asiatico, Subcontinente Indiano e Filipinas que resultou no subito

aparecimento de epidemias urbanas (Weaver & Vasilakis, 2009).

Durante a Segunda Guerra Mundial, no periodo de 1944 e 1945,
pesquisadores japoneses (Hotta, 1952) e americanos (Sabin, 1952) isolaram as
primeiras cepas do virus dengue, sendo os sorotipos 1 e 2 identificados. Seguindo
na década de 1950 com o isolamento dos sorotipos 3 e 4 na Tailandia e Filipinas
(Hammon et al, 1960).

Nas Américas, durante os anos 1960 e 1970, houve a circulacdo de um
anico sorotipo num determinado momento dentro de uma dada regido. No entanto,
apos este periodo, um aumento significativo da doenca foi observado no mundo, em
outras regides tropicais, com uma série de epidemias associadas a um aumento na
gravidade dos sintomas apresentados. Ao final deste periodo, era evidente a co-
circulacdo dos quatro sorotipos do virus em todo o Sudeste da Asia e Subcontinente
Indiano (Weaver & Vasilakis, 2009).

Na década de 1990 e inicio do século XXI, a expansdo populacional
urbana, o aumento da densidade vetorial devido a insustentabilidade dos programas
de controle, aumento do transporte comercial aéreo facilitando a movimentacéo
rapida de pessoas levaram a distribuicdo global de todos os sorotipos, favorecendo.
a reemergéncia rapida de casos graves da doenca ao longo dos tropicos (Weaver &
Vasilakis, 2009).

Atualmente, os quatro sorotipos do virus circulam na Africa, Sul e Sudeste
da Asia, Regifes do Pacifico Ocidental, Bacia do Caribe, e Américas Central e do
Sul. Frequentes introdugdes no sudeste da América do Norte também sao

regularmente reportadas (Rodriguez-Roche & Gould, 2013).



1.2 Virus dengue (DENV)

Os virus dengue (DENV) estdo taxonomicamente classificados na familia
Flaviviridae, género Flavivirus, que reune mais de 70 espécies em oito grupos
sorologicamente relacionados, e um grupo de virus que nao se classifica dentro
destes sorogrupos onde se inclui o virus da febre amarela (FA) (Westaway et al,
1985; Burke & Monath, 2001).

Devido as suas propriedades antigénicas distintas, os DENV apresentam
quatro sorotipos, denominados DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4 (Sabin, 1952;
Hammon et al, 1960; Westaway et al, 1985). Estudos recentes indicam o isolamento
e a caracterizacdo de um novo sorotipo de dengue de transmissao silvestre em
Sarawak, Malasia, onde este novo e emergente sorotipo foi detectado em humanos,
associado inclusive a casos graves da doenca (Vasilakis et al., 2013).

Do ponto de vista epidemiologico, os DENV sdo classificados como
arbovirus, pois a sua manutencdo na natureza ocorre através de um ciclo de
transmissdo envolvendo hospedeiros vertebrados e artropodos hematdfagos
(Gubler, 1998). O mosquito vetor da espécie Aedes aegypti (Linnaeus, 1762 apud
Knight & Stone, 1977), devido aos seus habitos domésticos, é considerado 0 mais
importante na transmissdo do virus ao homem, estando associado a epidemias
explosivas de dengue classico (DC) e febre hemorragica da dengue (FHD)
(Halstead, 1984).

Os DENV sdo esféricos, envelopados e com cerca de 40 a 50 nanémetros
de diametro. O virion consiste de RNA de fita simples (RNAfs) de polaridade positiva
de aproximadamente 11 kb, envolto por um nucleocapsideo de simetria icosaédrica.
O RNAfs funciona como o préprio RNA mensageiro (RNAm) e é traduzido a partir da
maquinaria da célula hospedeira para uma poliproteina Unica imediatamente apés a
infeccdo, e posteriormente clivada em 3 proteinas estruturais — capsideo (C), pré-
membrana (prM), envelope (E) — e 7 proteinas ndo-estruturais (NS1, NS2A, NS2B,
NS3 , NS4A , NS4B e NS5) (Chambers et al.,1990; Miller et. al., 2010) (Figura 1.1).
As proteinas estruturais s&o componentes da particula viral madura e as proteinas
NS sdo expressas somente na célula hospedeira infectada e ndo sdo empacotadas

em niveis detectaveis nas particulas maduras (Miller et. al., 2010).



RNAfs (+) 11Kb

Bicamada
Lipidica

Figura 1.1 Estrutura do DENV. A: Estrutura do DENV apresentando os dimeros da proteina E (Kuhn
et al, 2002) B: Diagrama esquematico dos DENV (adaptado de Heinz & Allison, 2001). C:
Organizagdo do genoma dos DENV (adaptado de Chambers et al., 1990).
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A proteina C, a primeira a ser sintetizada (PM ~11kDa), é carregada
positivamente e responsavel por formar o componente estrutural do nucleocapsideo,
consiste na proteina C e RNA genbmico. Em condi¢cdes de alta salinidade o
nucleocapsideo torna-se instavel, tornando as proteinas C em dimeros (Lindenbach
et al, 2007).

O precursor prM € uma proteina de 22 kDa, que ao sofrer uma clivagem
proteolitica especifica durante a maturacéo viral, da origem a proteina M com cerca
de 8 kDa, que esta envolvida no aumento da infectividade do virus e na organizacéo
da estrutura viral (Randolph et al., 1990).

O envelope (E) é o maior constituinte da superficie dos DENV (53 kDa),
sendo formado por proteinas pertencentes a classe Il N-glicosilada das proteinas
diméricas de fusdo que medeiam a ligacdo e fusdo do virus com a membrana
celular. E responsavel por atividades biolégicas do ciclo viral, além de ser o principal
indutor de anticorpos neutralizantes e apresentar atividade hemaglutinante

(Chambers et al.,1990; Heinz & Allison, 2001; Weaver & Vasilakis, 2009). Possui
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495 aminoacidos (aa), distribuidos em trés dominios (I, Il, Ill). Esses dominios s&o
regibes distintas presentes nas duas subunidades idénticas do complexo dimérico
da estrutura tridimensional da proteina E. O dominio I, regido central da molécula,
contendo o radical amino terminal, € responsavel pela organizacdo estrutural da
particula viral; dominio Il conttm a maior parte dos contatos do dimero, esta
relacionado com a fusé@o da particula viral, tem a estrutura composta por um par de
alcas descontinuas dos qual uma € altamente conservada entre todos os flavivirus,
funcionando como um peptideo interno de fuséo, estabilizado por trés pontes
dissulfeto; e o dominio lll, localizado na superficie lateral externa do dimero, inclui o
C terminal e tem relagdo com a viruléncia de determinadas cepas virais, sendo um
componente altamente imunogénico. Acredita-se que o dominio Il dos flavivirus
interajam com receptores celulares para a entrada dos virus (Figueiredo, 1999;
Nayak et al., 2009; Weaver & Vasilakis, 2009) (Figura 1.2).

As particulas maduras dos DENV exibem uma superficie exterior
relativamente lisa, com os dimeros da proteina E ligada paralelamente a bicamada
lipidica da membrana. O envelope apresenta 90 dimeros da proteina E bem
ajustados em padrdo de espinha de peixe incomum de simetria icosaédrica,
sugerindo que tais dimeros podem sofrer rearranjos de rotacdo em torno do eixo de
simetria 3 e 5 formando complexos triméricos fusogénicos. Esta mudanca ocorre em
ambiente com baixo pH. Ja as particulas virais imaturas sdo maiores e exibem 60
picos cada um composto por trés mondmeros da proteina E em torno de um trimero
de prM. O arranjo das glicoproteinas virais nas particulas virais maduras e imaturas
€ muito diferente. A proteina M, produzida durante a maturacdo das particulas de
virus dentro da via de secrecdo, € um pequeno fragmento proteolitico da proteina
precursora prM. A prM liga-se ao peptideo de fusédo localizado do dominio Il da
proteina E, e apos clivagem ocorre a liberacao do peptideo pr e os 60 trimeros sdo
dissociados girando e rearranjando em 90 dimeros antiparalelos, configurando a
superficie da glicoproteina do envelope em particulas virais maduras (Lindenbach et
al., 2007) (Figura 1.3).
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Figura 1.2 Estrutura da proteina do envelope (E). Diagrama em fita da estrutura cristalina da
proteina do envelope (E) mostrando o dominio | (vermelho), dominio Il (amarelo), dominio Il (azul) e
0 peptideo de fusdo (verde) apresentados no painel A (adaptado de Heinz & Stiasny, 2012). E no
painel B a estrutura da proteina do envelope apresentando os segmentos dos dominios | (vermelho),
Il (amarelo), 11l (azul), peptideo de fusdo (FL — fusion loop) (laranja). Regido “stem” (turquesa) liga o
ectodominio a uma ancora transmembrana C-terminal dupla-hélice (TM) (adaptado de Nayak et al.,
2009).

Virion imaturo Virion maduro
A

prM (=18-kDa) Dimero E . M (~8-kDa)
Membrana =

Figura 1.3 Estrutura das particulas virais dos Flavivirus. A: proteina do envelope de virions
maduros e imaturos. Reconstrucdo da particula viral do dengue imatura (B) e madura (C) (adaptado
de Lindenbach et al., 2007).



A proteina NS1 (PM ~ 48 kDa) esta envolvida na morfogénese da
particula viral (Mason et al., 1987; Muylaert et al., 1997). Apresenta-se em trés
formas: retidas no interior das células infectadas, localizadas na superficie celular e
secretada. Ela é translocada para o reticulo endoplasmatico (RE) e clivada na
extremidade C-terminal da proteina E por uma peptidade sinal do hospedeiro e na
juncdo NS1/NS2A por enzimas presentes no RE (Lindenbach et al., 2007). A NS1
atua como um co-fator no processo de replicagcao viral e tem sido demonstrado que
se co-localiza com RNA dupla fita e outros componentes dos complexos de
replicacdo (CR) (Muller & Young, 2013).

A NS2A € uma proteina hidrofobica, relativamente pequena (~22KDa).
Sua extremidade N-terminal é gerada através da clivagem na juncdo NS1/NS2A por
enzimas do RE. A clivagem na juncdo NS2A/NS2B é realizada por uma serina
protease NS2B-NS3. A NS2A participa do processo de montagem da particula viral e
do complexo de replicacdo do RNA, interagindo com as proteinas NS3 e NS5. A
NS2B também é uma pequena proteina (~14KDa), associada a membrana. Forma
um complexo estavel com a NS3 e atua como um co-fator para a serina protease
NS2B-NS3 (Lindenbach et al, 2007).

A proteina NS3 é altamente conservada entre os Flavivirus, apresentando
atividade de protease e helicase (Henchal & Putnak, 1990). E uma grande proteina
multifuncional (70kDa), contendo diversas atividades necessarias para o0
processamento da poliproteina e replicacdo do RNA. A extremidade N-terminal da
proteina é o dominio catalitico do complexo de serina protease da NS2B-NS3. Além
da clivagem da NS2A/NS2B, NS2B/NS3, NS3/NS4A e NS4B/NS5, a protease gera
as extremidades C-terminal da proteina C madura e NS4A, podendo decompor a
NS2A e NS3 internamente (Lindenbach et al., 2007).

A NS4A e NS4B séo pequenas proteinas hidrofébicas (16 kDa e 27 kDa,
respectivamente). A NS4A apresenta interacdo genética com NS1, estando
envolvida na replicacdo do RNA, como um dos componentes do CR. A NS4B esta
localizada com a NS3 e o RNAdf nas estruturas membranosas derivadas do RE,
possivelmente o sitio de replicacdo do RNA (Lindenbach & Rice, 1999).

A NS5 é uma proteina grande com ~103kDa, e assim como a NS3, é
muito conservada entre os Flavivirus e multifuncional com fungdo metiltransferase e
RNA polimerase RNA-dependente (RpRd) (Henchal & Putnak, 1990). Junto com a
NS3 participa do processo de replicagdo viral, sendo um dos componentes do CR.
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Forma um complexo com NS3 e pode estimular tanto atividade NTPase e RTPase
(Lindenbach et al, 2007).

Nas extremidades do genoma existem as regides nao codificantes
identificadas como 5’NC e 3'NC com aproximadamente 100 e 400 nucleotideos,
respectivamente. Estas regifes possuem sequéncias conservadas e estruturas
secundéarias de RNA que direcionam os processos de amplificacdo genbmica,
traducdo e empacotamento (Mandl et al., 1998; Shurtleff et al., 2001; Mutebi et al.,
2004)

1.3 Origem e evolucéo dos virus dengue (DENV)

A origem geografica dos DENV tem sido objeto de especulagdo por
décadas. As primeiras hipoteses para a origem destes virus apontam para a Africa,
principalmente porque muitos dos flavivirus transmitidos por mosquitos circulam
exclusivamente no continente africano e por vezes infectam os primatas, o que
sugere que este grupo como um todo se originou neste local. Além disso, acredita-se
que o Ae. aegypti tenha se originado na Africa, embora esta espécie tenha sido
adotada como um vetor para a transmissdo em humanos em um passado recente
(Gubler, 1997). Em contrapartida, a presenca de todos os quatro sorotipos, tanto em
humanos quanto em macacos na Asia, além da profunda similaridade filogenética
das cepas asiaticas silvestres em particular, sugere que o virus tenha origem
asiatica, em vez de uma origem africana (Vasilakis et al., 2010; Holmes & Twiddy,
2003).

Até a década de 1940 a informacdo sobre o causador da dengue era
apenas de um agente filtrdvel. Foi durante a Segunda Guerra Mundial que as
primeiras cepas virais foram isoladas. Hotta e Kimura foram os primeiros a isolar o
virus em 1943, através de inoculacdo de soro de pacientes com doenca aguda em
camundongos lactentes (Gubler, 1997), mas infelizmente, este trabalho foi publicado
em uma revista japonesa pouco conhecida. No verédo de 1943, o Dr. Hotta conseguiu
o isolamento de uma cepa de virus da dengue (sorotipo 1) a partir do sangue de um
paciente chamado Mochizuki, em Nagasaki, Japdo. Naquela época, em um pais em
guerra, preservar cepas de virus isolados era dificil, pois ndo possuiam gelo seco e

os freezers eram indteis por causa das frequientes falhas de energia. Por isso a cepa



de DENV-1 foi mantida através de passagens em camundongos. Mas, em um
momento em que a oferta de camundongos foi baixa, a manutencao da cepa viral
Mochizuki foi realizada por inoculagédo na propria mae (Konishi & Kuno, 2013). Na
mesma época, em 1944, Sabin e seus colaboradores isolaram o virus de soldados
americanos na india, Nova Guiné e Havai. Utilizando teste de inibicdo da
hemaglutinagdo, foi possivel demonstrar que algumas cepas virais das trés regides
geograficas eram antigenicamente similares. Este virus foi chamado de dengue tipo
1 (DENV-1), sendo a cepa havaiana designada como prototipo (Haw-DEN-1). Outra
cepa viral antigenicamente distinta proveniente da Nova Guiné foi nhomeada de
dengue tipo 2 (DENV-2), sendo o proto6tipo chamado de Nova Guiné C (NG”’C”-DEN-
2). O virus de origem japonesa isolado por Hotta e Kimura (1952) foi posteriormente
confirmado como DENV-1. Mais dois sorotipos, dengue tipo 3 (DENV-3) e dengue
tipo 4 (DENV-4), foram isolados subsequentemente de pacientes com doenca
hemorragica numa epidemia em Manila, nas Filipinas, em 1956 (Hammon et al.,
1960; Gubler, 1997).

Embora estudos antigénicos tenham demonstrado que os DENV se
classificam como flavivirus, estudos filogenéticos tornam-se cada vez mais
necessarios para o entendimento da histéria evolutiva destes virus (Zanotto et al.,
1996; Kuno et al.,, 1998; Holmes & Twiddy, 2003). A filogenia baseada em
sequéncias do gene NS5 de 70 flavivirus, incluindo os DENV caracterizou grupos de
virus transmitidos por carrapatos, transmitidos por mosquitos e virus com vetor
desconhecido. Embora que ramo contendo os quatro sorotipos do DENV tenha sido
bem suportado dentro do clade dos virus transmitidos por mosquitos, 0S grupos
relacionados aos DENV néo puderam ser identificados com certeza, devido ao fraco
suporte de bootstrap (Holmes & Twiddy, 2003). As analises filogenéticas tanto do
gene NS5 (Holmes & Twiddy, 2003) quanto do gene E (Zanotto et al.,, 1996)
demostraram a mesma ordem de ramificagdo entre 0s quatro sorotipos do DENV,
com o DENV-4 divergindo primeiramente, seguido do DENV-2 e por ultimo a
separacao do DENV-1 e DENV-3.

Ideias sobre a histéria do DENV pode também ser obtida através da
reconstrucdo de uma escala de tempo molecular da sua evolucao. Isto foi alcancado
pelas taxas de estimativa de substituicdo de nucleotideos usando um método de
Maxima Verossimilhangca (Maximum Likelihood) que analisa a quantidade de

mudancga evolutiva ocorrida entre os virus amostrados em momentos diferentes
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(Rambaut, 2000). Utilizando este método em um grande numero de sequéncias do
gene E revelou-se que a evolu¢do dos DENV segue um reldgio molecular, embora
tenham sido observadas taxas diferentes em linhagens especificas (Holmes &
Twiddy, 2003).

A principal taxa de substituicdo (em todas as posicdes) variou de 4.55 x
10 (DENV-1) a 9.01 x 10™ substituices por sitio, por ano (DENV-3) (Twiddy et al.,
2003). Estas taxas sdo similares as descritas para os virus RNA transmitidos por
vetor, embora ligeiramente inferiores as dos virus RNA que possuem outros
mecanismos de transmisséo, possivelmente relacionado com a seletividade inerente
ao replicar em hospedeiros tdo divergentes como insetos e mamiferos (Holmes &
Twiddy, 2003). Usando estas taxas de substituicdo, a divergéncia dos quatro
sorotipos do DENV foi datada como recente, cerca de 1000 anos atras (Twiddy et
al., 2003), e portanto, corresponde aproximadamente aos primeiros relatos de
doenca semelhante a dengue. Além disso, as datas de transmissao entre espécies
de macacos para os seres humanos s6 ocorreu ~320 (DENV-2) e ~125 (DENV-1)
anos atras considerando as cepas atuais, e de acordo com a diversidade genética
atualmente reconhecida estima-se que cada sorotipo surgiu quase simultaneamente

e apenas durante o século passado (Holmes & Twiddy, 2003).

A evolucéo do virus da dengue tem tido um impacto importante sobre a
sua viruléncia para os seres humanos e epidemiologia da doenca em todo o mundo.
Embora diferencas antigénicas e genéticas nas cepas virais sejam evidentes, a falta
de modelo animal da doenca dificulta a deteccdo da viruléncia dos DENV.
Entretanto, estudos filogenéticos permitem a correlacédo entre gendtipos especificos
(dentro dos sorotipos) e gravidade da doenca. Atualmente, os DENV podem ser
classificados como sendo de baixo, médio ou alto impacto epidemiolégico. Alguns
virus podem permanecer em ciclos silvestres de pequena ou baixa
transmissibilidade para humanos, outros causam somente FD, e alguns genétipos
tém sido associados como causador da FHD e SCD. Apesar do complexo conjunto
de fatores que contribuem para a epidemiologia, estudos tém sugerido que
estruturas virais especificas podem contribuir para o aumento da replicacdo nas
células-alvo humanas e intensificar a transmissao pelo mosquito vetor. Entretanto, o
estado imunoldgico e possivelmente caracteristicas genéticas do hospedeiro
também sdo determinantes de viruléncia ou manifestacdo da doenca (Rico-Hesse,

2003).
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1.4 Variabilidade genética e filogenia dos DENV

Os virus RNA apresentam variabilidade genética devido ao alto grau de
mutacdo associado com a RNA polimerase RNA-dependente e as suas rapidas
taxas de replicagdo. Nos DENV, esta variabilidade genética resulta na existéncia dos
quatro sorotipos antigenicamente distintos. Antes mesmo de se conhecer a
sequéncia dos genes ja se sabia que variacbes genéticas existiam dentro de cada
sorotipo (Holmes & Twiddy, 2003). A evidéncia de cepas diferentes entre os DENV
foi primeiramente detectada sorologicamente usando anticorpos produzidos por
inoculacdo em animais de laboratorio (Sabin, 1952; Rico-Hesse, 2003).

As primeiras evidéncias genéticas para diferencas entre os sorotipos dos
DENV foram determinadas através da técnica RNA fingerprinting, utilizando enzimas
para digestdo da fita do RNA, com o nimero e tamanho das fitas variando de acordo
como tamanho da sequéncia do virus, agrupando os virus em topotipos (Rico-
Hesse, 2003; Chen & Vasilakis, 2011;).

Porém, com o aprimoramento das técnicas moleculares, sequéncias
gendmicas inteiras puderam ser geradas a partir da transcricao reversa do RNA viral
em um DNA complementar (cDNA), posteriormente amplificado em iniUmeras cépias
pela técnica de Transcricdo reversa seguida da reacdo em cadeia pela polimerase
(RT-PCR) (Rico-Hesse, 2003). O sequenciamento do genoma viral permitiu, com
maior eficiéncia e exatiddo, a caracterizacdo das cepas dos DENV e permitiu
delinear as relacbes evolutivas entre sorotipos. O termo "gen6tipo" foi definido como
o agrupamento de DENV com divergéncia nucleotidica = 6% para uma determinada

regido do genoma (Rico-Hesse, 1990; Chen & Vasilakis, 2011).

Para o DENV-1 analises filogenéticas baseadas nas sequéncias
nucleotidicas da juncédo E/NS1 ou do gene E completo indicam a divisdo do sorotipo
em cinco gendtipos: (1) gendtipo |, representando cepas do Sudeste Asiatico, China
e Leste da Africa; (2) genétipo Il, representando linhagens da Tailandia coletados na
década de 1950 e 1960; (3) gendtipo lll, representando a cepa selvagem coletada
na Malasia; (4) gendtipo 1V, representando cepas das ilhas do oeste do Pacifico e da
Australia; e o (5) gendtipo V, representando todas as cepas derivadas das Americas,
Africa Ocidental, e um ndmero limitado de cepas da Asia (Rico-Hesse, 1990;
Vasilakis & Weaver, 2008).

12



Andlises filogenéticas baseadas em sequéncias de nucleotideos do gene
E caracterizou cinco genotipos para o DENV-2: (1) gendtipo asiatico, consistindo em
gendtipo asidtico 1, representado por cepas da Malésia e Tailandia e gendtipo
asiatico 2, representado por cepas do Vietnam, China, Taiwan, Sri Lanka e Filipinas;
(2) gendtipo cosmopolita, incluindo cepas de ampla distribuicdo geogréfica,
possuindo cepas da Austréalia, Africa Oriental e Ocidental, llhas do Oceano indico e
Pacifico, Subcontinente Indiano e do Oriente Médio; (3) genoétipo americano, com
representantes da Ameérica Latina e cepas mais antigas do Caribe, Subcontinente
Indiano e llhas do Pacifico das décadas de 1950 e 1960; (4) genotipo Sudeste
Asiatico/Americano, incluindo cepas da Tailandia, do Vietnam e coletadas nas
Américas nas duas Ultimas décadas, aproximadamente; e (5) gendétipo silvestre,
representando cepas de humanos, mosquitos silvestres, ou macacos sentinela no
Oeste da Africa e Sudeste da Asia (Rico-Hesse et al, 1997; Twiddy et al., 2002;
Vasilakis & Weaver, 2008).

Inicialmente foram caracterizadas cinco genoétipos para o DENV-3 pela
técnica de fingerprinting, mas as analises subsequentes baseadas nas sequéncias
correspondentes aos genes prM/E, e posteriormente, sequéncias do genoma
completo caracterizaram quatro genoétipos para este sorotipo: (1) gendtipo |,
representando cepas da Indonésia, Malésia, Filipinas e recentes isolados das ilhas
do Pacifico Sul; (2) gendtipo Il , representando cepas da Tailandia, Vietham e
Bangladesh; (3) genétipo Ill, com cepas da Sri Lanka, india, Africa e Samoa, e uma
cepa da Tailandia de 1962; e (4) gendtipo IV representando cepas de Porto Rico,
América Latina e Central e uma cepa antiga do Tahiti, de 1965. Embora cepas
silvestres de DENV-3 néo tenham sido isoladas, acredita-se que estas existam na
Malasia, com base na soroconversdo de macacos sentinelas (Vasilakis & Weaver,
2008).

Para o DENV-4, as andlises filogenéticas baseadas no gene E e no
genoma completo caracterizaram quatro genoétipos distintos: (1) gendtipo I, é
representado por cepas da Tailandia, Filipinas, Sri Lanka e do Japéo (importados
para o Japao a partir do Sudeste Asiatico); (2) genotipo Il, € representado por cepas
da Indonésia, Malasia, Tahiti, Caribe e Américas; (3) genotipo Ill, com amostras
tailandesas recentes que sao diferentes de outras cepas da Tailandia. E (4) o
gendtipo IV, representando as cepas silvestres da Malasia (Weaver & Vasilakis,

2009; Vasilakis & Weaver, 2008).
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1.5 Recombinacgc&o nos DENV

A funcdo da recombinacdo na evolucdo dos DENV ainda se encontra
controverso (Weaver & Vasilakis, 2009). Dentre outros fatores, populacdes de DENV
de uma localidade em particular podem evoluir ou alterar rapidamente devido a
pressao seletiva causada pela introdugcédo de cepas de virus exéticos, assim como

através de recombinacao intra-sorotipica (Aaskov et al., 2007).

Métodos filogenéticos tém sido utilizados para identificar a recombinacao
entre os sorotipos de DENV. Para os DENV-1 a evidéncia mais expressiva deriva da
amostra de um paciente da Nova Caledbnia que foi infectado com ambos os
genadtipos | e Il, assim como com uma cepa recombinante (Aaskov et al, 2007;
Weaver & Vasilakis, 2009). Outros estudos tém relatado evidéncias de
recombinacdo para o DENV-1. Em um cepa originaria da China foram identificadas
trés regides recombinantes nas sequéncias da juncdo prM/E, NS1 e NS3 (Chen et

al., 2008) e em amostras brasileiras (dos Santos et al., 2002; Carvalho et al., 2010).

Ainda nao foi possivel alcancar experimentalmente a recombinacdo nos
flavivirus, portanto deve-se ter cuidado ao inferir conclusbes sobre eventos de
recombinacdo. Para tal, algumas condicbes sdo necessdarias para confirmar a
transmissdo de uma cepa recombinante natural: a transmissdo do recombinante
deve ser demonstrada em um Uunico fragmento amplificado por PCR ap6s a
clonagem para assegurar que ocorre em uma uUnica molécula de cDNA, a
recombinacdo deve ser demonstrada repetidamente em populagdes de clones de
virus viaveis e o recombinante deve ser mantido durante a evolucdo pés-

recombinacdo (Weaver & Vasilakis, 2009).

As condicdes ecoldgicas facilitam a recombinagcdo nos DENV, envolvendo
a co-circulagdo de multiplas populagbes virais, incluindo distintos genotipos,
permitindo ao mosquito vetor ingerir multiplas variantes por se alimentar em
diferentes hospedeiros, ou pelo fato do hospedeiro ter se infectado simultaneamente
por vetores infectados com diferentes virus. Locais onde h& presenca de multiplos
genotipos sdo considerados altamente oportunos para a ocorréncia de infeccbes

mistas com diferentes cepas do DENV (Aaskov et al., 2007).
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1.6 Replicacdo dos DENV

A particula viral se liga as células hospedeiras por meio de receptores
celulares especificos para a proteina do envelope viral. O virion é entdo endocitado
e dentro do endossomo, o pH baixo induz a fusdo do envelope viral com as
membranas celulares. O nucleocapsideo é desencapsulado permitindo a liberacéo
do RNA gendmico no citoplasma (Lindenbach et al., 2007).

A replicacdo dos DENV ocorre no citoplasma das células infectadas, nas
estruturas de membranas induzidas pelo virus. Essas membranas rearranjadas, que
contém proteinas especificas do DENV, RNA viral, e alguns fatores da célula
hospedeira envolvidos na produgcéo do RNA progénico, sdo chamadas de complexo
de replicacdo (CR). Este ambiente permite uma eficiente sintese de RNA e
morfogénese viral. Aparentemente, apés a infeccdo por DENV, o RNA genémico se
associa com os ribossomos no RE durante a traducao viral. Embora a replicacédo dos
DENV e de outros membros da familia Flaviviridae seja estudada extensivamente, a
arquitetura exata do CR do DENV bem como a sua biogénese ndo é bem conhecida
(Lindenbach et al., 2007; Welsch et al., 2009; Miller et al., 2010; Alcaraz-Estrada et
al., 2010) (Figura 1.4).

Um pré-requisito para a replicagdo do genoma viral € a expressao e
processamento da poliproteina viral, uma vez que a célula hospedeira ndo codifica
todos os fatores necessarios para a replicacdo dos DENV. Durante a replicacdo viral
0 RNA(+) serve como molde para a producdo da cadeia de RNA(-), que € usado
para a geracao das novas fitas de RNA(+) (progénie). Além do RNA(+) mais dois
tipos de RNA séo encontrados dentro da célula infectada. O RNA dupla fita (RNAdf)
RNase-resistente sdo os chamados RNA da forma replicativa (FR) e os RNA
parcialmente RNase-resistente sao o0s intermediario replicativo (IR), ambos
precursores do RNA(+) gendmico. No atual modelo de replicagdo dos DENV
assume-se que durante a replicagao, o novo RNA(-) sintetizado faz o pareamento de
bases com o RNA(+) molde formando a FR. Os FR atuam como molde para
geracdes de multiplas fitas de RNA+ via o IR, que contém regides duplas assim
como fita livre para a agédo da replicase viral. O RNA viral é sintetizado de forma
semi-conservativa e assimétrica, com fitas positivas acumulando aproximadamente

10 vezes mais do que as fitas negativas. A nova fita de RNA(+) produzido é liberada
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do IR e segue para os ribossomos iniciando o ciclo de traducdo ou € empacotado na
particula viral recém-gerada (Miller, 2010) (Figura 1.4).

A montagem do CR necessita inicialmente da proliferacéo e invaginacgoes
das membranas do RE. Presumivelmente, este processo € induzido pela NS4A e
NS3, em conjunto com outras proteinas celular e viral. Acredita-se que oligbmeros
da proteina NS4A se intercalem na membrana do RE, formando as invaginagdes.
Essas invaginacdes ddo origem a vesiculas membranosas que tem sido descritos
como o local para a replicacéo viral, uma vez que as proteinas NS e RNAfd séo
localizados nessas estruturas membranosas. A proteina estrutural do capsideo (C)
se acumula em torno de goticulas lipidicas derivadas do RE que contém um nucleo
lipidico neutro delimitado por uma monocamada de fosfolipideos. A proteina C
associada com as goticulas lipidicas é direcionada para o RE durante a
morfogénese viral. Ap6s a formacado do nucleocapsideo, o envelope viral é adquirido
por brotamento no limen do RE. Os virus sdo depois liberados através da via
secretora do hospedeiro, via complexo de Golgi, lancado na superficie celular.
(Lindenbach et al., 2007; Welsch et al., 2009; Alcaraz-Estrada et al., 2010) (Figura
1.5).
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Figura 1.4 Ciclo de replicacdo dos DENV (adaptado de Lindenbach et al., 2007).
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Figura 1.5 Montagem da particula viral dos DENV (adaptado de Welsch et al.,
2009).

1.7 Ciclo de transmissao dos DENV

Os quatro sorotipos do DENV sdo mantidos na natureza por dois ciclos
distintos: silvestre e humano (Figura 1.6). O ciclo silvestre € ecologicamente e
evolutivamente distinto do ciclo de transmissdo em humano. Neste ciclo, a
transmissdo é mediada por Aedes spp. arboricolas e primatas ndo-humanos,
parecendo este ser o Gnico hospedeiro amplificador. Na Africa os principais vetores
sdo o Ae. (Stegomyia) luteocephalus, Ae. (Diceromyia) furcifer e Ae. (Diceromyia)
taylori. Apesar de Ae. furcifer serem mosquitos enzodticos arboricolas, eles séo
conhecidos por descer ao nivel do solo para se alimentar em seres humanos. O
mosquito ancestral arbéreo, Ae. aegypti formosus, principal vetor doméstico de
transmissdo do DENV € imune a infec¢éo pelo DENV silvestre (Kyle & Harris, 2008;
Weaver & Vasilakis, 2009; Chen & Vasilakis, 2011). Os hospedeiros primatas na
Africa incluem o macaco Patas (Erythrocebus pernas), macaco verde africano
(Chlorocebus sabaeus), Babuinos Guiné (Papio papio) e espécies possivelmente
relacionados como: Papio anubis, Papio ursinus e Papio cynocephalus. Na Asia, os
principais vetores incluem os mosquitos primatofilicos do complexo Ae. (Finlaya)

niveus sl., um grupo que inclui Ae. pseudoniveus, Ae. subniveus, Ae. vanus, Ae.
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albolateralis, Ae. niveoides e Ae. novoniveus. Estas espécies sao também
conhecidas por descer das arvores até o solo para se alimentar em humanos. Os
hospedeiros primatas asiaticos incluem: macacos cinomolgos (Macaca fascicularis),
macacos de rabo de porco do sul (Macaca nemestrina) e macacos folhas prateadas
(Presbytis cristata) e, possivelmente, macacos folha verde - mitrados (Presbytis
melaphos). Apesar de apenas dois focos documentados de transmissdo do DENV
silvestre ter sido reconhecido, quando se considera a extensdo da distribuicdo
geografica dos vetores e reservatorios primatas, € provavel que ocorra a
transmissdo do DENV silvestre, ainda ndo descrito, em outros locais de Africa
tropical e da Asia. Até o0 momento ndo ha nenhuma evidéncia concreta da existéncia

da transmisséo do ciclo silvestre nas Américas (Chen & Vasilakis, 2011).

O comportamento alimentar oportunista dos mosquitos vetores arboreos
poderia facilitar a transferéncia de DENV silvestre das florestas para ambientes
peridomiciliares. Por certo, em areas rurais da Africa e Asia, onde os vetores
atingem altas densidades, muitas vezes, o DENV é detectado entre primatas ndo-
humanos e humanos. As savanas Uumidas que circundam ambientes silvestres em
areas rurais da Africa e Asia sdo definidas como "zona de emergéncia" (Chen &
Vasilakis, 2011).

Na Asia, estudos demonstraram que vetores Ae. niveus descem ao solo
para se alimentar em seres humanos, onde Ae. albopictus também sédo abundantes,
permitindo a transferéncia dos virus em habitat humano. Este cenario paralelo que
tem sido observado nas areas rurais adjacentes as florestas da Africa Ocidental,
onde Ae. furcifer é, provavelmente, a ligacdo do principal vetor entre a floresta e
habitat humano (Chen & Vasilakis, 2011).

Atualmente, quase todas as infec¢cdes humanas sao devidas a circulagéo
do DENV exclusivamente em ambientes domésticos e peridomiciliares ao longo dos
tropicos, onde o homem serve como unico reservatorio de amplificagéo. Neste ciclo
humano, Ae. aegypti aegypti é o principal vetor que transmite o DENV, enquanto
outros Aedes spp. (por exemplo, Ae. albopictus, Ae. polynesiensis) servem como
vetores secundarios. Embora o Ae. albopictus possa ter sido o vetor original para
transmissdo humana, o DENV tém explorado o elevado habito antropofilico do Ae.

aegypti aegypti para sustentar a transmissao em humanos (Chen & Vasilakis, 2011).
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A transmisséo transovariana (TTO) também tem sido sugerida como um
mecanismo de manutencdo dos DENV em ambos os ciclos de transmissao (Figura
1.6), especialmente durante periodos interepidémicos ou periodos prolongados de
seca. O envolvimento da TTO na manutencdo dos DENV na natureza foi
demonstrado com o isolamento do DENV-2 presumidamente silvestre a partir de um
pool de Ae. taylori em 1980 na Cote d' Ivoire, e um ano depois no Senegal a partir de
um pool de mosquitos Ae. furcifer. Em Ae. aegypti aegypti coletados em diversas
localizacBes geograficas e estagios de desenvolvimento também foi demonstrada a
TTO, bem como em Ae. albopictus, Ae. mediovittatus, e varios membros do grupo
Ae. (Stegomyia) scutellaris, que desempenham um papel importante na transmissao
do DENV no Arquipélago da Indonésia e na Polinésia (Chen & Vasilakis, 2011).
Evidéncias demonstram que o Ae. albopictus € mais eficiente na TTO do que o Ae.
aegypti, podendo ser um candidato para manutencdo do DENV durante periodos
interepidémicos. Dado o elevado numero de casos assintomaticos de dengue,
também é possivel que a transmissdo silenciosa em humanos por um ndamero
reduzido de vetores mantenha a transmissdo do DENV entre epidemias (Kyle &
Harris, 2008).

110 " TT0
Ae. furcifer (Oeste da Africa)
Ae. albopictus (Sudeste da Asia) \
K \

Zona de
emergéncia

SILVESTRE RURAL HUMANO

Ae. luteochephalus (Oeste da Africa) Ae. aegypli aegypti

Ae. albopictus

Ae. furcifer (Oeste da Africa)‘ Ae. polynensiensis

Ae. niveus ssp.(Sudeste da Asia)

Figura 1.6 Ciclo de transmisséo do virus da dengue (DENV) (adaptado de Chen
& Vasilakis, 2011).
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1.8 Epidemiologia da dengue

A dengue € um dos principais problemas de saude publica, sendo a
doenca viral transmitida por mosquito que se espalha mais rapido no mundo. Nos
altimos 50 anos, a incidéncia tem elevado 30 vezes com o0 aumento da expansao
geografica para novos paises. Em 2012, a distribuicdo geogréfica da dengue incluiu
mais de 125 paises. Esse aumento reforca a necessidade da implementacdo de
programas para prevencao sustentavel e intervencdes de controle. O surgimento e
disseminacdo dos quatro sorotipos na Africa, Américas, Sudeste da Asia e
Mediterraneo Oriental representa uma ameaca de pandemia (WHO, 2013) (Figura
1.7).

Estima-se que 50 milhdes de infec¢cdes por dengue ocorram anualmente e
aproximadamente 2,5 bilhbes de pessoas vivem em paises endémicos (WHO,
2009). Entre os anos de 1955-2011 houve um aumento constante no ndmero de

casos de dengue e dengue grave (WHO, 2013) (Figura 1.8).
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Figura 1.7 Distribuicdo de paises ou areas de risco de transmissdo da dengue
no mundo - 2011 (WHO, 2013).
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Figura 1.8 Média anual de casos de dengue e dengue grave reportado pela
OMS, 1955-2011 (WHO, 2013).

1.8.1 Dengue nas Ameéricas

A dengue foi introduzida nas Américas no século XVII, quando surgiram
0s primeiros relatos de doenca similar a dengue em 1635 na Martinica e Guadalupe,
e em 1699 no Panama. No século XIX surtos de dengue foram comuns em cidades
portuarias do Caribe, Américas do Norte, Central e Sul, mais relacionadas a
atividades comerciais. Em 1818, um surto de uma doenca semelhante a dengue no
Peru causou aproximadamente 50.000 casos. Entre 1827 e 1828, um surto
envolvendo o Caribe e o Golfo do México também foi reportado. Este surto iniciou
nas llhas Virgens e se expandiu para Cuba, Jamaica, Colémbia, Venezuela, algumas
cidades portuarias dos Estados Unidos e México. Embora originalmente este surto
tenha sido descrito como dengue, as caracteristicas clinicas indicam que tenha sido
causada pelo virus chikungunya, sugerindo a entrada deste virus nas Américas a
partir dos navios negreiros africanos. Algumas evidéncias de doenca semelhante a
dengue foram relatadas em surtos ocorridos em Nova Orleans, Cuba e Brasil, entre
0s anos de 1845 a 1849. Em 1850, uma epidemia da dengue foi relatada em
algumas cidades dos Estados Unidos e Havana, Cuba e em 1851, evidéncias de
casos de dengue foram descritas em Lima, Peru. Nos anos seguintes, surtos
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esporadicos foram relatados no Golfo e portos do Atlantico nos Estados Unidos,
sendo o maior em 1873, em Nova Orleans, com 40 mil pessoas afetadas. Outra
grande epidemia em varias cidades portuarias do sul dos Estados Unidos foi
registrada entre 1879 e 1880 (Brathwaite Dick et al., 2012).

No final do século XIX e inicio do século XX, uma ampla distribuicdo de
doenca semelhante a dengue foi descrita, incluindo paises do norte, como o Estados
Unidos até do sul, Chile e Argentina. Entre 1880 e 1912, os surtos foram notificados
em Curitiba (Brasil); Iquique, Antofagasta, Tarapaca, Tacna e Arica (Chile); Texas e
Flérida (Estados Unidos), Havana (Cuba); Bahamas, Bermuda, e Canal do Panama.
Nos anos seguintes, até 1916, epidemias foram reportadas nas llhas Virgens, Porto
Rico, Rio Grande do Sul (Brasil) e na Argentina. Ja em 1918, um surto foi relatado
em Galveston, no Texas, seguido por outro de maior propor¢do em 1922, com uma
estimativa de 30 mil casos de doencga “tipo” dengue. No mesmo periodo um surto foi
descrito em Niter6i, Brasil. Em 1934, uma grande epidemia iniciou em Miami
atingindo ~10% da populagéo. Entre 1941 e 1946 a dengue continuou a dispersar
com surtos no Texas (1941); na zona do canal do Panama (1941-42); Havana, Cuba
(1944); Porto Rico (1945); Caracas e Venezuela (1945-46); Bermudas, Bahamas e
Sonora, no México (Brathwaite Dick et al., 2012).

Um programa de erradicacdo do Ae. aegypti iniciado pela Organizacao
PanAmericana de Saude (OPAS) nas décadas de 1940 e 1950 para prevenir
epidemias urbanas de febre amarela resultou na diminuicdo significativa das
epidemias de dengue nas Américas. O programa foi bem sucedido em varios paises,
alcancando a erradicacdo no México, Guatemala, Belize, Honduras, El Salvador,
Nicaragua, Costa Rica, Panama, Colémbia, Equador, Peru, Chile, Bolivia, Paraguai,
Argentina, Uruguai, Brasil, llhas Caiman e Bermudas. Porém, o mesmo néo foi
observado no Suriname, Guiana, Guiana Francesa, Venezuela, llhas Caribenhas e
Estados Unidos. No entanto, a descontinuacdo do programa no inicio da década de
1970 e a falta de eliminagao do vetor em algumas regides resultou em reinfestacao
do vetor nas décadas subseqientes e em 1995, o vetor jA apresentava uma
distribuicdo similar aquela da década de 1940 (Gubler, 1997).

Antes de 1977, somente o DENV-2 e 3 estavam presentes nas Américas,
sendo o DENV-1 introduzido neste periodo, causando epidemias na Jamaica e Cuba
e em 1978 em Porto Rico e Venezuela. Nos quatros anos subsequentes, este

sorotipo dispersou por todas as llhas do Caribe, México, Texas, América Central e
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norte da Ameérica do Sul, causando grandes epidemias e surtos. Em 1981, o DENV-4
foi introduzido no leste das llhas do Caribe e dispersou rapidamente para outras
regides, muitas com recente relato de epidemias pelo DENV-1. Algumas dessas
epidemias de DENV-4 foram associadas com casos esporadicos de FHD/SCD
(Gubler, 1997; Guzman & Kouri, 2003).

Ainda em 1981 uma nova cepa de DENV-2 foi introduzida em Cuba
proveniente do Sudeste Asiético, trazidas provavelmente dos soldados cubanos
infectados no Vietna entre os anos de 1977-1980, periodo de epidemias anual de
dengue neste pais (Rico-Hesse, 1990). A epidemia de DENV-2 em Cuba foi a
primeira epidemia de FHD nas Américas, com uma estimativa de 10.000 casos de
FHD/SCD (Gubler, 1997; Guzman & Kouri, 2003).

A segunda maior epidemia das Américas de FHD/SCD ocorreu na
Venezuela em 1989-90 com mais de 6.000 casos e 73 obitos, ndo se sabendo ao
certo qual sorotipo foi o responsavel, uma vez que o DENV-1, DENV-2 e DENV-4
foram isolados (Gubler, 1997; Guzman & Kouri, 2003).

Em 1990-91, os primeiros casos de FHD foram registrados no Rio de
Janeiro (Brasil) (Nogueira et al., 1991), causados pelo genétipo Sudeste Asiatico do
DENV-2 (Rico-Hesse, 2003; Faria et al.,, 2013), que circulou com o DENV-1
(Nogueira et al., 1988; 1993).

Em 1994, o DENV-3 foi reintroduzido no continente americano causando
a maior epidemia de FD/FHD na Nicaragua e um pequeno surto associado a DC no
Panama. Esse virus era geneticamente distinto do DENV-3, anteriormente circulante
nas Américas, e foi demonstrado pertencer ao mesmo gendétipo (lll) que causou a
epidemia de FHD na Sri Lanka e india, indicando a introducéo da cepa asiatica. Este
DENV-3 se dispersou pela América Central e México em 1995 (Gubler, 1997;
Guzman & Kouri, 2003; Brathwaite Dick et al., 2012) e em 1998 foi detectado em
Porto Rico, e dispersou para outras ilhas caribenhas e América do Sul (Guzman &
Kouri, 2003).

Em 1997 foi reportado um pequeno surto de DENV-2 em Santiago de
Cuba, nédo sendo detectada transmissdo autéctone para outros municipios da
provincia ou pais (Kouri et al., 1998; Guzman et al., 2000). Em 1998 um aumento
consideravel dos casos foi registrado no México, Venezuela, Colémbia e Brasil. No
mesmo ano, epidemias foram registradas em alguns paises como Argentina onde a

doenca nao era detectada ha 82 anos (Brathwaite Dick et al., 2012).
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Em 2001 ocorreu uma epidemia no Peru, com 23.329 casos notificados,
com 0s quatro sorotipos isolados e casos de FHD. Durante o ano de 2002, um
namero recorde de 1.015,420 casos foi registrado, incluindo 14.374 casos de FHD e
255 oObitos (Brathwaite Dick et al., 2012). Naquele ano, o Brasil foi responsavel por
mais de 75% do numero total de casos (Nogueira et al., 2002)

No ano de 2005, na Costa Rica, ocorreu uma epidemia com
aproximadamente 38.000 casos de dengue e 45 de FHD. Neste periodo, 0 DENV-2
foi reintroduzido no pais, onde ja estava circulando o DENV-1. Nos anos seguintes
(2006-2007) ocorreu uma epidemia no Paraguai, com ~4.200 casos de dengue e
circulagdo do DENV-3. No entanto, em 2007, mais de 28 mil casos de dengue,
incluindo 52 casos de FHD e 13 ébitos foram registrados naquele pais (Brathwaite
Dick et al.,, 2012). No mesmo ano, 559.954 casos suspeitos de dengue foram
registrados no Brasil, com 1.514 casos de FHD e 158 casos fatais por FHD
(SVS/MS, 2008a). Em 2008, a reemergéncia do DENV-2 causou uma epidemia com
mais de 700 mil casos suspeitos, mais de 4 mil casos confirmados de FHD e 223
Obitos, até a semana epidemioldgica 48 (SVS/MS, 2008b).

Em 2009 vérias epidemias na América do Sul foram identificadas. Na
Bolivia houve uma epidemia fora do padréo para o pais, com mais de 84.000 casos
de dengue, com 198 casos FHD, 25 mortes, com a co-circulagédo do DENV-1, DENV-
2 e DENV-3. No mesmo periodo, a Argentina relatou uma epidemia causada pelo
DENV-1 com mais de 26 mil casos confirmados e cinco mortes por FHD e SCD. No
México, mais de 250 mil casos foram registrados com a deteccdo dos quatro
sorotipos. Naquele ano, a Nicaragua notificou mais de 17 mil casos de dengue,
causados pelo DENV-3, DENV-1 e DENV-2 (Brathwaite Dick et al., 2012).

Em 2010, mais de 1,7 milhdes de casos de dengue, 50.235 casos graves,
e 1.185 casos fatais foram registrados, com uma incidéncia >200 casos/100.000
habitantes. Varios paises sofreram surtos de dengue, com um total de casos que
excederam os dados histéricos conhecidos, incluindo a introducdo da dengue em
Key West, Flérida, EUA. No Brasil, o nimero de pessoas infectadas excedeu 1
milhdo de casos, confirmando 17.489 casos de FHD e 678 casos fatais (Siqueira
Janior, 2011). Honduras, Caribe, Guadalupe, Martinica, Republica Dominicana e
Porto Rico também registraram epidemias importantes (Brathwaite Dick et al., 2012).

No caso dos EUA, ambas as espécies de vetores de dengue sao

amplamente distribuidas nas regiées do sul do pais, e um ou outro vetor da dengue
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esta presente em todos os territérios insular dos EUA. Viajar, especialmente por via
aérea, ja tem sido considerado um importante fator de risco para a disseminagéo
rapida de patdgenos e seus vetores de forma eficiente. Os EUA possuem centros
importantes para viagem aérea, consequentemente, recebem um grande nimero de
individuos potencialmente infectado com agentes patogénicos que causam doencas
assintomaticas, incluindo varios arbovirus (como o virus da dengue). Assim, existe
um risco crescente de introducdo de patégenos aos conglomerados urbanos onde
mosquitos vetores estdo presentes ou tém potencial para se estabelecer (Afez &
Rios, 2013).

Nos EUA pela primeira vez, apos vérias décadas de auséncia de dengue,
um panorama preocupante é esperado. Esta preocupacédo tem sido relatada antes e
apos a reemergéncia da dengue na Florida, em 2009. Tal preocupacao € aumentada
pelas condi¢cBes climaticas e ecoldgicas que favorecem a sustentabilidade do vetor e
pela alta ocorréncia de viagens com posterior importacdo de casos. Os casos de
dengue decorrentes de viagens para paises da América Central, América do Sul e
Caribe, destino muito procurados pelos turistas norte americanos, tem contribuido

para o0 aumento da dengue nas ultimas décadas (Afiez & Rios, 2013).

Durante o ano de 2013 até a 212 semana epidemiolégica, 868. 653 casos
de dengue foram registrados nas Américas, sendo 8.406 casos de dengue grave e
346 casos fatais, com a co-circulacdo dos quatro sorotipos na regido. No primeiro
semestre de 2013, epidemias de dengue foram identificados no Brasil, Costa Rica,
Colémbia, Paraguai e Republica Dominicana. No Peru, foram registrados casos em
areas onde ndo houve casos autéctones de dengue anteriormente. Dado o
comportamento habitual da dengue na regido, é esperado nos proximos meses um
aumento de casos na América Central, México e Caribe, que coincide com a estacao

das chuvas nesses paises (PAHO, 2013).

1.8.2 Dengue no Brasil

Em 1981, na cidade de Boa Vista, Roraima, ocorreu um surto de dengue
onde as primeiras amostras de DENV-1 e DENV-4 foram isoladas e um total de sete

mil casos da doenca foram notificados (Osanai et al., 1983). Porém, a atividade dos
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DENV tém crescido de modo significativo no Brasil apés a introducdo do virus
dengue tipo 1 (DENV-1) no estado do Rio de Janeiro, em Nova lguacu no ano de
1986 (Schatzmayr et al., 1986; Dietz et al., 1990; Miagostovich et al., 1993;
Figueiredo, 1996). A grande circulacdo de pessoas nesta regido facilitou a rapida
disperséo do virus, causando uma epidemia explosiva, com 92 mil casos reportados
durante os anos de 1986-1987 (Nogueira et al., 1999; 2002). Ap6s o Rio de Janeiro,
o DENV-1 alcancgou varios estados do nordeste, todos com infestagdo elevada do
vetor, em especial Alagoas, Pernambuco e Ceara (Nogueira et al., 1988; Schatzmayr
& Cabral, 2012). Estima-se que mais de dois milhdes de casos clinicos ocorreram
principalmente ao longo da costa leste do Brasil, durante o ano seguinte aos
primeiros isolamentos do virus (Nogueira et al., 1988) e o DENV-1 era o Unico
sorotipo circulante no pais até 1990, quando o DENV-2 foi introduzido (Nogueira et
al., 1990).

O DENV-2 foi isolado na cidade de Niter6i, na Regido Metropolitana do
estado do Rio de Janeiro no ano de 1990, e a situacdo do dengue no pais se
agravou a partir da introducéo deste novo sorotipo, sendo, notificados os primeiros
casos de FHD/SCD (Nogueira et al., 1990; 1991; 1993).

Em 1995-1996, uma nova epidemia foi reconhecida no estado do Rio de
Janeiro sendo os sorotipos isolados DENV-1 e DENV-2 (Nogueira et al, 1999).

A introducéo de um novo sorotipo (DENV-3) no municipio de Nova Iguacu,
estado do Rio de Janeiro, no final de 2000 (Nogueira et al, 2000), resultou no ano
seguinte, na co-circulagdo dos trés sorotipos (DENV-1, DENV-2 e DENV-3), e na
maior e, até entdo, a mais grave epidemia do pais, no ano de 2002 (De Simone et al,
2004; Nogueira et al, 2002; OPAS, 2002).

Desde a Ultima epidemia em 2002, até o ano de 2007 o sorotipo
predominante até a semana epidemiolégica 48 no estado do Rio de Janeiro era o
DENV-3 (SVS/MS, 2008b). Porém, o DENV-2 ressurgiu em 2007 ocasionando uma
extensa epidemia no ano de 2008, com 657.818 casos notificados, um total de 4.455
casos de FHD e 259 6bitos por FHD no Brasil, sendo o estado do Rio de Janeiro o
mais afetado com 251.346 casos, com 263 6bitos (106 por FHD e 157 por DCC)
(SVS/MS, 2008b; SESDEC, 2009; SVS/MS, 2013). Esta epidemia apresentou um
aumento significativo no numero de FHD em menores de 15 anos, representando
cerca de 50% dos casos de dengue e 86% das mortes ocorrendo em individuos

nesta faixa etaria (Teixeira et al., 2009).
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No ano de 2009 foram notificados 417.028 casos de dengue, destes
406.269 apresentando a forma classica da doenca, 10.418 casos de dengue grave
(2.631 casos de FHD e 7.787 casos de DCC). Um total de 341 o6bitos foi registrado,
sendo 174 por FHD e 167 por DCC (SVS/MS, 2013)

Em 2010, foram registrados 1.029.678 casos de dengue, com 1.011.548
casos de dengue classico, 17.474 casos graves (3.700 casos de FHD e 13.774
casos de DCC) e 656 o6bitos, dos quais 300 por FHD e 356 por DCC. A regido
sudeste foi responsavel por 478.003 casos da forma classica, com os estados de
Minas Gerais e Sao Paulo contribuindo cerca de 90% do total dos casos (SVS/MS,
2013). Este ano foi marcado pelo nimero elevado de casos de dengue, sendo uma
das maiores epidemias ocorrida no pais. O sorotipo predominante foi o DENV-1 que
reemergiu no ano de 2009 (dos Santos et al., 2011).

A epidemia de 2010 apresentou um padrao espacial bastante distinto das
epidemias de 2002 e 2008. Observou-se uma grande concentracdo de municipios
com alta transmissdo da doenca na Regidao Centro-Oeste e parte da Regiédo
Sudeste. Os estados com maior numero de casos registrados foram os estados de
Minas Gerais (21,1%) e Séao Paulo (20,3%). O estado do Rio de Janeiro que foi o
epicentro das epidemias anteriores representou apenas 2,9% dos casos. A principal
alteracdo na epidemiologia foi a ocorréncia de O&bitos em pacientes que
apresentavam comorbidades e a incidéncia foi de 538,4 casos por 100 mil
habitantes. Destacam-se as taxas de internacdes de maiores de 60 anos de idade
gue apresentaram 0 maior incremento na comparagdo com o ano de 2008, onde as
criancas foram as mais afetadas (Siqueira Junior, 2011).

Em julho de 2010, o DENV-4 reemergiu no estado de Roraima (RR),
cerca de 30 anos apés a primeira deteccao deste sorotipo no pais ocorrida em Boa
Vista (RR) em 1981-1982. Menos de 20 casos de DENV-4 foram confirmados neste
estado ao longo do segundo semestre de 2010, e 0s primeiros casos decorrentes da
dispersdo do virus foram detectados somente a partir de janeiro de 2011 no
Amazonas e Pard (Regido Norte). Em margco, o virus foi subsequentemente
detectado na Regido Nordeste (nos estados do Piaui, Pernambuco, Bahia e Ceara)
e Regido Sudeste (Rio de Janeiro e Sdo Paulo). Os primeiros casos de DENV-4
detectado no RJ ocorreram na Regido Oceanica do municipio de Niterdi, localizado
na regido metropolitana, apenas 15 km de distdncia da capital (Nogueira &
Eppinghaus, 2011).
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O numero de casos de dengue em 2011 continuou elevado, porém menor
do que no ano anterior. Um total de 775.060 casos foi notificado no pais. Deste total,
764.032 foram referentes a casos de dengue classico, 10.546 casos grave (7.744
por DCC e 2.802 por FHD) e 482 casos fatais (191 por FHD e 291 por DCC). No ano
de 2012 foram notificados 594.343 casos da doenca, com 589.591 casos de dengue
classico, 4.425 casos graves (3.429 por DCC e 996 por FHD) e 327 6bitos (121 por
FHD e 206 por DCC) (SVS/MS, 2013).

Em 2013, até a 422 semana epidemiolégica foram registrados 1.476.917
casos notificados de dengue no Brasil, com predominancia do DENV-4, que
corresponde a 60% dos casos. Neste periodo foram confirmados 6.566 casos graves
e 573 Obitos. A regido Sudeste, responsavel por 63,4% dos casos com 936.500
registros, tem o maior nimero de casos, seguida pela regido Centro-Oeste (271.773
casos; 18,4%), Nordeste (149.678 casos; 10,1%), Sul (70.299 casos; 4,8%) e Norte
(48.667 casos; 3,3%) (Rede Dengue, FIOCRUZ).

Nos ultimos 27 anos extensas epidemias de dengue vém ocorrendo no
Brasil, com mais de oito milhées de casos notificados (SVS/MS, 2013; Silva Jr, 2013)

(Figura 1.9).
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A dispersdao dos DENV pelo territério brasileiro, com aumento nas
notificacdes de casos de DC, FHD e Obitos ressalta a importancia da vigilancia
virologica destes agentes no pais. Como a dengue é uma doenga viral sem
tratamento especifico e uma vacina anti-DENV eficaz ainda ndo se encontra
disponivel, apesar de inUmeros estudos e esforcos para seu desenvolvimento desde
a década de 40 (Sabin & Schlesinger, 1945; WHO, 2002), as medidas de controle ao
vetor consistem no principal instrumento para a prevencgéo das infec¢des por estes
virus. Portanto, a participacdo da populacéo € essencial para o controle da doenca.

O monitoramento das infeccbes por DENV através de um programa de
vigilancia ativa em conjunto com acdes envolvendo aspectos clinicos,
epidemioldgicos, virolégicos, sorologicos e entomoldgicos, principalmente em
periodos inter-epidémicos, visa a deteccdo da circulacédo viral em tempo habil para

gue sejam evitadas extensas epidemias (Gubler, 1989).

1.9 Manifestacdes clinica e classificacdo da dengue

A dengue é uma doenca febril aguda, que pode ser de curso benigno ou
grave, dependendo da forma como se apresente: infeccdo inaparente, dengue
classico (DC), febre hemorragica da dengue (FHD) ou sindrome do choque por
dengue (SCD). Esse amplo espectro de manifestacdes clinicas que varia desde um
quadro oligo ou assintomatico, até formas mais graves, com hemorragia e choque,
podendo evoluir pra o ébito. A sintomatologia da doenca pode ser semelhante a
outras enfermidades, usadas como diagnéstico diferencial tais como: gripe, rubéola,
sarampo e outras infeccbes virais, bacterianas e exantematicas, que dificulta em
muitos casos 0 diagnéstico da doenca (Souza et al.,, 2008; SVS/MS, 2010). O
periodo de incubacéo do virus no homem varia de 3 a 15 dias, ap0s o qual a doenga

podera evoluir para uma das formas clinicas.
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1.9.1 Dengue classica (DC)

A forma classica da dengue apresenta como manifestacao inicial a febre,
normalmente de inicio subito (podendo alcancar 40°C, diminuindo ao longo dos dias,
persistindo em média por 2 a 7 dias) seguida de cefaleia, dor retrorbital, mialgia,
artralgia, nauseas, vomitos, prurido cutaneo, exantema ou prostracdo. A doenca tem
duracdo de 5 a 7 dias, mas o periodo de convalescenca pode ser acompanhado de
grande debilidade fisica, e prolongar-se por varias semanas (Souza et al., 2008;
SVS/MS, 2010).

1.9.2 Febre Hemorragica da Dengue (FHD)

A FHD se caracteriza por manifestaces hemorragicas e/ou evidéncia de
perda de plasma, podendo levar ao choque hipovolémico. A fragilidade capilar é
evidenciada pela positividade da prova do lagco. Outras manifestacdes hemorragicas
incluem petéquias, equimoses, epistaxe, gengivorragia, hemorragia em diversos
orgaos (gastrointestinais, intracraniana, dentre outras) e hemorragia espontanea
pelos locais de puncdo venosa. Nos casos graves de FHD, o choque geralmente
ocorre entre 0 3° e 7° dia de doenca, geralmente precedido por dor abdominal. O
choque € decorrente do aumento da permeabilidade vascular, seguida de
extravasamento plasmatico (evidenciado por hemoconcentracdo, derrames
cavitarios e hipoalbuminemia) e faléncia respiratéria. E de curta duracdo podendo
levar ao 6bito em 12 a 24horas ou a recuperacao rapida, apoés terapia antichoque

apropriada (SVS/MS, 2010).

Segundo a OMS, a definicdo de FHD é baseada em critérios clinicos e
laboratoriais. Apds o0 preenchimento desses critérios, 0s casos devem ser
classificados quanto a gravidade de acordo com as categorias que variam do grau |
ao grau IV. Os quatro graus preenchem todos os critérios de FHD, porém se
diferenciam pelo tipo de manifestacdo hemorragica, ou seja, no grau I: a Unica

manifestacdo hemorragica é a prova do laco positiva; grau Il hd manifestacdes

hemorragicas espontaneas (sangramento de pele, petéquias, epistaxe,
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gengivorragia e outros). O grau lll: apresenta colapso circulatorio com pulso fraco e
rapido, diminuicdo da pressdo arterial ou hipotensdo, pele pegajosa e fria e
inquietacéo; e o grau IV apresenta choque profundo, com pressao arterial e pulso
imperceptiveis (SVS/MS, 2010).

1.9.3 Dengue com complicagbes (DCC)

Estabelecida pelo Ministério da Saude, Brasil, a classificagdo de DCC,
inclui os pacientes graves que ndo preenchem os critérios de FHD da OMS, e ndo
podem ser definidos como dengue classica. Enquadram-se nessa categoria 0s que
apresentam um dos itens a seguir: plaquetopenia <50.000céls/mm3, contagem de
leucécitos <1.000céls/mm?3, hepatite por dengue, insuficiéncia hepatica, miocardite,
encefalite, hemorragia abundantes, alteracdes graves do sistema nervoso, disfuncao
cardiorrespiratéria, hemorragia digestiva, derrames cavitarios e obito (Tristdo Sa &
Zagne, 2008; SVS/MS, 2010).

1.9.4 Nova classificacao proposta pela OMS (2009)

Mudancas na epidemiologia da dengue dificultaram a aplicacdo da forma
da classificacdo até entdo utilizada, estabelecida pela OMS em 1997 e baseada no
padrdo da dengue de origem asiatica. Neste cenario, a OMS em 2009 preconizou
uma nova forma de classificacdo dos casos de dengue onde seria possivel definir os
casos de dengue como: dengue sem sinais de alerta (DSSA), dengue com sinais de
alerta (DCSA) e dengue grave (DG) (Figura 1.10). Tal proposta foi desenvolvida a
partir de um estudo prospectivo multicéntrico em varias regibes endémicas de
dengue, utilizando critérios de gravidade (OMS, 2009; SVS/MS, 2010).
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Figura 1.10 Classificacdo dos casos de dengue e niveis de gravidade (OMS,
2009).

1.10 Diagnostico laboratorial

O diagnostico laboratorial das infeccdes pelos DENV é realizado através
do isolamento viral e/ou detec¢do do acido nucléico viral, de técnicas sorolégicas
para deteccao de anticorpos especificos (IgM/IgG) e captura de antigeno (NS1), e
pela deteccdo de antigenos virais em tecidos (Igarashi,1978; Kuno, 1987; Chungue,
1989; Hall,1991; Lanciotti,1992; Miagostovich,1997; 1999).

O estabelecimento da cultura de células de mosquito no sistema de
isolamento viral representou um grande avanco aos métodos virologicos utilizados
no diagndstico do dengue (Gubler & Sather, 1988). O clone C6/36 (Igarashi, 1978)
tem sido o mais utilizado nas ultimas décadas, pois demonstrou ser altamente
sensivel a infeccdo pelos DENV, além de sua facil manutencéo, ja4 que pode ser
mantida a temperatura ambiente (Nogueira et al., 1988; Miagostovich et al., 1993).

A presenca viral pode ser detectada pelo efeito citopatico (ECP) na

monocamada celular ou pela técnica de imunofluorescéncia indireta, com a
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utilizacdo de soros hiperimunes aos quatro sorotipos dos DENV. Para a
identificagdo dos DENV, utilizam-se anticorpos monoclonais especificos para o0s
quatro sorotipos (DENV-1 a 4) (Gubler et al., 1984).

Diversos protocolos de amplificacdo gendmica utilizando transcricao
reversa seguida da reacdo em cadeia pela polimerase (RT-PCR), tém sido utilizados
no diagnostico rapido das infeccbes por dengue (Lanciotti et al., 1992; Brown et al.,
1996; Figueiredo et al., 1997; De Paula et al., 2002). Esses protocolos tém sido
Uteis tanto para a clinica quanto para a vigilancia virologica e sédo importantes por
identificar o sorotipo infectante (Morita et al., 1991; Lanciotti et al., 1992).

A sorologia é o método utilizado para confirmacgdo laboratorial de rotina.
Através das técnicas sorolégicas € possivel detectar infecgbes atuais ou recentes,
por meio da captura das imunoglobulinas da classe M (IgM) por ELISA (MAC
ELISA). Na maioria dos casos, somente uma amostra de soro coletada é suficiente
para a confirmacgéo diagndstica, contudo um resultado negativo em amostra coletada
em fase precoce (6 a 10 dias apdés o inicio dos sintomas) ndo exclui o diagnéstico de
dengue, uma vez que, em alguns casos, 0s niveis de IgM tornam-se detectaveis pelo
teste somente apds esse periodo. O anticorpo IgM anti-dengue desenvolve-se
rapidamente, geralmente a partir do quinto dia do inicio da doenca, e tanto em
infecdes primérias, quanto secundarias, apresentam esses anticorpos detectaveis. A
pesquisa de anticorpos IgG (ELISA) e o teste de inibicdo de hemaglutinacdo (HI),
gue exigem amostras do soro pareadas (fase aguda e convalescente recente) de
casos suspeitos também podem ser utilizadas no diagndstico sorolégico (SVS/MS,
2010). Miagostovich e colaboradores (1999) avaliaram a técnica IgG (ELISA) em
substituicdo ao uso do HI, e concluiram que o teste IgG ELISA pode substituir o
teste HI para caracterizar o tipo de infeccéo, se primaria ou secundaria.

A deteccdo de antigeno NS1 pode ser realizada através de método
imunoenzimatico (ELISA) ou por testes imunocromatograficos rapidos, disponiveis
comercialmente, que permitem a deteccdo de antigenos NS1 virais especificos,
precocemente. E um método que, a principio, é bastante sensivel e deve ser
utilizado em pesquisas e nos casos graves. O Ministério da Saude disponibiliza kits
de teste NS1 ELISA para triagem das amostras para isolamento viral em unidades
sentinelas (SVS/MS, 2010). Pesquisas de avaliacdo dos kits para deteccdo do
antigeno NS1 disponiveis para o diagnéstico da dengue indicam que os Kkits

comerciais sao Uteis para o diagnostico laboratorial da dengue primaria e secundaria
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na fase aguda e que deteccdo do NS1 deve ser usado em combinacdo com o MAC-
ELISA para a deteccao de casos e como triagem para complementar o isolamento
viral (Lima et al., 2010). Além disso, a técnica € uma nova alternativa para
diagnéstico em casos fatais através da deteccdo do antigeno NS1 em tecidos (Lima
et al., 2011).

A imunohistoquimica também pode ser realizada em cortes de tecidos
fixados em formalina e emblocados em parafina, permitindo a detecgdo de antigenos
virais. Os cortes sdo corados pela fosfatase alcalina ou peroxidase marcados com
anticorpos especificos. Essa técnica é bastante sensivel e especifica, sendo
considerada exame confirmatério e deve ser utilizada apds diagndstico
histopatolégico presuntivo (SVS/MS, 2010).

Além dos métodos de diagndstico utilizados na rotina, métodos
moleculares como a PCR seguido a sequenciamento gendmico viral sdo de grande
importancia para a vigilancia dos sorotipos e/ou genétipos de DENV circulantes em
uma dada regido e a estratégia de sequenciamento vai depender do objetivo
proposto. Para a caracterizacdo molecular e genotipagem dos sorotipos circulantes
de DENV utiliza-se o sequenciamento parcial (gene E) ou completo, com o uso de
oligonucleotideos iniciadores (primers) que amplificam o genoma dos DENV

(Miagostovich et al., 2006).

1.11 Vacinas contra os DENV

Desenvolver uma vacina contra o DENV tem sido prioridade pela OMS,
porém o desenvolvimento tem enfrentado algumas dificuldades, tais como: a
necessidade de imunizar contra 0os quatro sorotipos com alta eficiéncia para evitar o
desencadeamento de uma doenca grave em caso de infeccdo secundaria e a
auséncia de um modelo experimental para estudar a resposta pos-vacinal. Uma
vacina ideal deve promover uma imunizagao prolongada contra 0s quatro sorotipos
do DENV; ser de baixo custo e toxicidade e manter titulos virais em refrigeracdo ou a
temperatura ambiente (Figueiredo, 1999).

Diversas abordagens para o desenvolvimento de uma vacina eficaz estao
sendo utilizadas como as vacinas de virus vivo atenuado, de virus inativados

vacinas recombinantes, quiméricas e de DNA. Atualmente as vacinas desenvolvidas
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e em fase experimental utilizando virus vivo atenuado sdo da GlaxoSmithKline
(GSK), em fase lI; Biological E, Panacea, em fase I/ll; Biotec, Butantan, em fase I/Il;
e Vabiotech, fase I/ll. Ja as vacinas contendo virus vivo quimérico sdo as da Sanofi

Pasteur, em fase lll e Inviragen, em fase | (Murrel et al., 2011).
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2 JUSTIFICATIVA

A dengue é um dos principais problemas de saude publica no mundo e no
Brasil a atividade dos DENV tém crescido de modo significativo desde a introducéo
do DENV-1 no Rio de Janeiro (RJ) em 1986. Apds a co-circulacdo com DENV-2 e
DENV-3 em 2000/2001, este sorotipo re-emergiu em 2009 apGs aproximadamente
oito anos sem intensa circulacdo, causando em 2010 mais de um milhdo de casos
provaveis da doenca, com a maior taxa de internacdes registradas no pais (cerca de
90 mil), principalmente em maiores de 60 anos de idade. Mesmo com a introdugéo
do DENV-4 em um pais totalmente susceptivel, a circulagdo do DENV-1 foi
responsavel por epidemias com mais de dois milhdes de casos suspeitos entre 2010
e 2011 sendo isolado em 36,4% das amostras no pais em 2012.

Nos ultimos 27 anos, o Brasil foi acometido por epidemias causadas por
introducbes de novos sorotipos de DENV assim como pela reemergéncia destes.
Este padrdo de substituicdes e co-circulacdo dos DENV vem sendo descrito ndo so
no Brasil, como em outros paises das Américas e Asia. Nesse contexto, o
monitoramento dos sorotipos € de grande importancia e assim como h& substituicdo
e co-circulacdo de sorotipos faz-se necessario a vigilancia dos genotipos circulantes,
uma vez que alguns estdo associados a uma maior gravidade da doenga, como 0s
de origem asiéatica. A andlise filogenética dos DENV-1 isolados desde a introducdo
deste sorotipo no pais caracterizou estes virus como pertencentes ao genétipo V
(América/Africa).

Estudos filogenéticos e de caracterizacdo molecular podem constituir uma
importante ferramenta para monitorar a introducéo, dispersdo e recombinacdo dos
virus, bem como prever as possiveis consequéncias epidemioldgicas de tais
eventos. Para o DENV-1 além dos genétipos, a existéncia de linhagens com distintas
relagbes geograficas e temporais foi sugerida, demonstrando alta variabilidade
genotipica. Além disso, relatos de mudltiplas linhagens para o gendétipo V
(América/Africa) e eventos de recombinacdo foram descritos para os virus isolados
no Brasil, principalmente para o DENV-1. Recombinagdo ao longo do genoma
completo pode ter efeito deletério, sendo talvez o motivo de ndo ser muito evidente.
Diante disso, neste estudo, a filogenia dos DENV-1 isolados em alguns estados do

Brasil ao longo dos 25 anos desde a sua introducédo (1986) até 2011 foi realizada a
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fim de documentar possiveis padrbes evolutivos ou introducbes de gendtipos e

linhagens no pais.
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3

OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Realizar a andlise molecular dos DENV-1 circulantes no Brasil durante periodos

epidémicos.

3.2 Objetivos Especificos

Realizar a analise filogenética e caracterizacdo molecular do gene E (1.485
nucleotideos) dos DENV-1 isolados nos periodos epidémicos entre os anos de
1986 a 2011,

Realizar a analise filogenética e caracterizacdo molecular baseada na sequéncia
completa da regido codificante (10.176 nucleotideos) dos DENV-1

representantes do periodo de estudo;

Analisar possiveis eventos de recombinacao entre as cepas brasileiras isoladas

e as demais sequéncias de referéncia disponiveis no GenBank.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Cepas virais

Foram analisadas cepas de DENV-1 (n=48), provenientes de amostras
clinicas de pacientes positivos para dengue por isolamento viral e/ou RT-PCR
recebidas no Laboratério de Flavivirus (LABFLA), IOC/FIOCRUZ, Centro de
Referéncia Regional para Dengue e Febre Amarela, procedentes de epidemias
ocorridas entre 1986 e 2011, no estado do RJ e estados da area de abrangéncia do
LABFLA. As amostras de DENV-1 foram selecionadas de acordo com o ano de
isolamento, estado de origem e manifestacao clinica. Do total de amostras, 43 foram
submetidas ao isolamento viral e cinco soros positivos para DENV-1 foram utilizados
diretamente para extracdo do RNA viral.

As amostras clinicas (soro) foram encaminhadas ao LABFLA refrigeradas
ou congeladas. Duas aliquotas de cada amostra foram realizadas dentro de cabine
de seguranca biolégica em tubos estéreis, identificados com o nimero de registro da
amostra, onde uma foi destinada para estudos sorolégicos (armazenadas a -20°C) e
outra para o isolamento viral e testes moleculares (armazenado a -70°C). ApGs o
isolamento viral o sobrenadante das culturas contendo virus isolado foi congelado
em tubos estéreis, identificados com o numero de registro da amostra, data de

isolamento e congelamento, acrescido de 30% de soro fetal bovino (SFB) a -70°C.

4.2 Isolamento viral

Quarenta e trés cepas utilizadas neste estudo foram originadas de uma
passagem dos isolados originais provenientes das amostras clinicas dos pacientes.
Para isso, foi realizado o isolamento viral em cultura de células clone C6/36, do
mosquito Aedes albopictus, cultivadas em meio de cultura celular acrescido de soro
fetal bovino (SFB) (Igarashi, 1978).

As células foram cultivadas em tubos de 1,5x16 cm contendo 1,5 mL de
meio de cultura Leibovitz-15 (L-15) (Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, EUA), com
10% de SFB (Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, EUA) em estufa a 28°C. Apés
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formacdo de monocamada, o meio foi substituido por igual volume de L-15 contendo
2% de SFB.

O volume de 25uL do sobrenadante do isolado original foi inoculado na
monocamada celular. Para cada grupo de isolados inoculados, foram incluidos
controles positivos e negativos, respectivamente, de virus (amostra ja identificada
como DENV) e de células (cultura ndo inoculada). Apds inoculagéo, os tubos foram
incubados & temperatura de 28°C e observados diariamente, por um periodo
aproximado de 10 a 14 dias, em microscopio optico invertido (Zeiss - Deutschland,

Alemanha), com aumento de até 400 vezes.

4.3 Extracdo do RNA viral

O RNA viral foi extraido a partir de 140uL do sobrenadante das culturas
isoladas através do QIAmp Viral Mini Kit (QIAGEN, Inc., Valencia, EUA), de acordo

com o protocolo descrito pelo fabricante.

4.4 Transcricdo Reversa seguida da Reacdo em Cadeia pela
Polimerase (RT-PCR)

Foi utilizada a metodologia descrita por Lanciotti et al. (1992) para
confirmacdo da positividade das cepas isoladas para DENV-1. Este protocolo
detecta os quatro sorotipos simultaneamente em um procedimento semi-nested,
gerando produtos amplificados (amplicons) com tamanhos especificos em pares de
base (pb) para cada sorotipo dos DENV.

Em uma primeira etapa, foram utilizados oligonucleotideos iniciadores
(primers) consensuais (D1 e D2) para os quatros sorotipos dos DENV,
complementares as sequiéncias dos genes C e prM. No procedimento semi-nested,
foram utilizados iniciadores especificos TS1, TS2, TS3 e TS4 para os DENV-1 a 4,

respectivamente (Tabela 4.1).
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O RNA extraido foi transcrito reversamente em cDNA (42°C/60 minutos)
em uma primeira etapa (Figura 4.1 A) e as condi¢gbes de termociclagem para a
amplificagdo do DNA consistiram de 30 ciclos subseqiientes de desnaturagéo
(94°C/35 segundos), anelamento (56°C/1 minuto), extensdo (72°C/2 minutos) e um
ciclo de extensao final (72°C/10 minutos) utilizando os reagentes descritos na Tabela
3.2.

Em uma segunda etapa (etapa semi-nested — Figura 4.1 B) para a
tipagem dos DENV, os produtos obtidos na primeira etapa foram diluidos (1/100) em
agua livre de DNase e RNase (UltraPure™ DNase/RNase-Free Distilled Water —
Invitrogen, California, EUA) e submetidos a 18 ciclos de desnaturacdo (94°C/30
segundos), anelamento (56°C/1 minuto), extensdo (72°C/2 minutos) e extensao final
(72°C/5 minutos) utilizando os reagentes descritos na Tabela 3.2. Apds a semi-
nested PCR, os produtos foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5%
acrescido de 5uL de solucdo de brometo de etideo 10 mg/mL (Sigma-Aldrich
Corporation, St. Louis, EUA) por 60 minutos e visualizados em luz ultravioleta em
capturador de imagem Molecular Imager Gel Doc XR System (Bio-Rad, Hercules,
California, EUA).

Tabela 4.1 Oligonucleotideos iniciadores utilizados na transcricdo reversa seguida
pela reacdo em cadeia pela polimerase (RT-PCR) para a tipagem dos virus dengue.

Oligonucleotideo ) Taman_ho do
S U Posicéo amplicon
iniciador Sequéncia de base
(Sentido) no genoma (em pares de

[pb])

D1 (+) 5'- TCAATATGCTGAAACGCGGAGAAACCG- 3’ 134-161 }

D2 () 5- TTGCACCAACAGTCAATGTCTTCAGGTTC- 3 616-644 511
TS1() 5- CGTCTCAGTGATCCGGGGG- 3 568-586 482 (D1 + TS1)
TS2 () 5'- CGCCACAAGGGCCATGAACAG- 3' 232-252 119 (D1 + TS2)
TS3() 5'- TAACATCATCATGAGACAGAGC- 3’ 400-421 290 (D1 + TS3)
TS4 () 5- CTCTGTTGTCTTAAACAAGAGA - 3’ 506-527 392 (D1 + TS4)

* Invitrogen, California, EUA
Lanciotti et al., 1992.
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Figura 4.1 Estratégia de amplificacdo do RNA viral dos virus dengue (DENV)
por transcricdo reversa seguida da reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR),
de acordo com protocolo descrito por Lanciotti et al., 1992. A: Transcricdo
reversa e amplificagdo do RNA viral utilizando iniciadores consensuais. B: Tipagem
dos virus dengue (semi-nested PCR) utilizando iniciadores tipo-especificos.

Tabela 4.2 Reagentes utilizados na reacdo de transcricdo reversa seguida pela
reacado em cadeia pela polimerase (RT-PCR).
MIX 2 - MISTURA PARA A SEGUNDA ETAPA SEMI-NESTED PCR

MIX 1 - MISTURA PARA A PRIMEIRA ETAPA DA RT-PCR

Reagente Fabricante Concentragdo  pL/tubo Reagente Fabricante Concentragdo  plL/tubo
ddH,0 Promega 9,8 ddH,0 Promega 3,7
PCR Master Mix ~ Promega 2X 25,0 PCR Master Mix ~ Promega 2X 25,0
Primer D1 Invitrogen 10uM 1,3 Primer D1 Invitrogen 10uM 1,3
Primer D2 Invitrogen 10puM 1,3 Primer TS1-TS4  Invitrogen 20pM 25
DTT Sigma- 100Mm 25

Aldrich
AMV-RT Promega 2.5U/ pL 0,1

4.5 Eletroforese em gel de agarose

Em um Erlenmeyer, foi dissolvido 1,5g de agarose em 100mL de Tris-
acido bdérico — EDTA (TBE 0,5X), aguecendo a solucdo no forno de microondas
(poténcia maxima) por 1 minuto, seguindo da homogeneizacdo manual e
aguecimento posterior de mais 1 minuto. A solucao foi resfriada e 5uL de brometo de
etidio (10 mg/mL) foi adicionado dentro da capela de exaustdo, onde o gel foi
transferido para um molde de acrilico, colocando-se pente para geracdo dos pocos,

permanecendo desta forma por ~15 min para a solidificacdo. Apos endurecimento o
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gel foi acondicionado em cuba de eletroforese contendo TBE 0,5X. As amostras
diluidas 1:5 em azul de bromofenol foram aplicadas nos pocos. A eletroforese foi
realizada a 100 V por ~60min.

4.6 Caracterizagcdo molecular

A caracterizacdo molecular dos virus isolados foi realizada através do
sequenciamento gendémico, utilizando-se oligonucleotideos iniciadores (primers) que
amplificam fragmentos sobrepostos de aproximadamente 900 pares de base (pb) ao
longo do genoma parcial e/ou completo do DENV-1 (dos Santos et al., 2011).

4.6.1 Transcricao Reversa seguida da Reacdo em Cadeia pela

Polimerase (RT-PCR) para sequenciamento

A técnica de RT-PCR para sequenciamento foi realizada de acordo com o
protocolo descrito por Miagostovich et al. (2006). Os reagentes utilizados nesta
técnica estédo descritos na Tabela 4.3.

Para o sequenciamento de DNA, foram utilizados quatro ou 16 pares de
iniciadores para amplificacdo de fragmentos sobrepostos de aproximadamente 900
pb ao longo do genoma parcial e/ou completo do DENV-1, respectivamente (Figura
4.2; Tabela 4.4). O RNA extraido foi transcrito em cDNA e amplificado através da
RT-PCR para sequenciamento utilizando o kit AccessQuick™ RT-PCR System
(Promega Corporation, Wisconsin, EUA), de acordo com o protocolo descrito pelo
fabricante. Em tudo tipo eppendorf de 0,2mL foi acrescentado 45uL da mistura de
reagentes e 5uL do RNA extraido.

A transcricdo reversa do RNA e a amplificacdo do cDNA foi realizada
seguindo os parametros de termociclagem apresentados na Tabela 4.5, em
GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems®, California, EUA) (modificado
de Miagostovich et al., 2006).

43



Tabela 4.3 Reagentes utilizados na RT-PCR para o sequenciamento.

Reagente Concentragéo Volume
Access Quick™ RT-PCR 2X 25uL
Primer (sense) 10uM 2,5uL
Primer (anti-sense) 10puM 2,5uL
AMV-RT 5U 1uL
ddH,0 - 14 pL

Sequenciamento parcial [gene E) @325pb)

Sequenciamaento complete (10 600 pb)

P N N 1) S I ) o R L ()
, = > > > —
“— — — +—¢ +— +— +— 4+ 4+

Figura 4.2 Estratégia de amplificacdo parcial (C/prM/M/E) e completo do
genoma do DENV-1 por RT-PCR.

Tabela 4.4 Desenho de primers a partir do programa “primerexpress” para
sequenciamento completo do genoma dos DENV1, de acordo com AF513110
(DENV-1). Produto amplificado de ~900pb por regido (com ~200pb de sobreposi¢ao
entre regides).

Regido Primer sense A (5°- 3’) Primer antisense B (5’- 3’) Posicdo do genoma Produto Tm (°C)
(de acordo com AF513110) (pb) A/B
1 TTA GTC TAC GTG GAC CGA CAA GAA GCC TAT TCC CAC GCATCG 6-938 932 62/63
2 TGA CCT ATG GGA CGT GTT CTC A CAG TCC AAT GTG AGG GCT CC 660 — 1469 809 63/63
3 GAC GCG AAC TTT GTG TGT CG GGC GCATCT GTT CCTTCG TA 1193 - 1900 707 63/64
4 CTG GGA TCA CAA GAA GGA GCA CCA ATG GCT GCT GAC AGT CTT 1691 — 2539 848 63/63
5 GGG ATT AAATTC AAG GAG CAC G ACT TGC CTA GAT GCC ATG GC 2332 - 3217 885 62/62
6 TGT GTG ACC ACC GGC TAATG CAT TGC AAG TCC ATC CCC TAG 2952 — 3842 890 63/62
7 CCT AGC CTT GAT GGC TAC TCT CA GCC CAACAG TCC TCT TTG CA 3697 — 4596 899 62/64
8 CCACTT TGC TGG CAG TCT CA TGT AAT TGG GAA CTC TCA CTG GG 4431 — 5335 904 63/62
9 CTC CCACAAGAG TTG TCG CC TCC CCG TCT ATT GCT GCACT 5187 — 6068 881 63/63
10 TGC CCA AAG GAG AGG AAG AAT GTC CTG TGG AGT GCGCTG T 5884 — 6751 867 62/63
11 TGA CGC TGT TCT TCC TAT CAG G CCAGAATTT TCCTGG AGATCCC 6579 — 7447 868 62/63
12 GTG GAC GGG ATT GTT GCA AT CCC TCCATG TTT CCT TTG CA 7268 — 8160 892 63/63
13 CTG AGA AAT GTG ACACCCTTC TGT TTG GTT TTC ATC AAC GAACAC TG 7983 — 8802 819 62/62
14 CAC ACC CTT CGG ACA ACA GA CCATGT TTT TCC AAC CAG TCA AG 8608 — 9500 892 62/63
15 AAA TGG AAC CGT GAT GGATGT T TCT CAT TCCCGATGAGCCTT 9325 - 10183 858 63/62
16 GTG GAA TAG GGT TTG GAT AGA GGA A TTC TGT GCC TGG AAT GAT GCT 10006 - 10675 669 63/63

*Invitrogen, California, EUA
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Tabela 4.5 Parametros de termociclagem da RT-PCR para sequenciamento.

teraggﬁzslsgeem Temperatura Tempo NGmero de ciclos
RT 42°C 60 min 1 ciclo
Desnaturacéo 94°C 35 seg
Anelamento 63°C 1 min 40 ciclos
Extenséo 72°C 2 min
Extensdo final 72°C 10 min 1 ciclo
Temperatura final 4°C 0

4.6.2 Purificagdo do DNA

O produto de DNA amplificado foi purificado utilizando o Kit comercial
“‘PCR Purification” (QIAGEN, Inc., California, EUA) na presenca fragmento
amplificado unico ou “Gel extraction” (QIAGEN, Inc., California, EUA), quando
apresentou fragmentos inespecificos, além do alvo. Os protocolos foram realizados
de acordo com os descritos pelo fabricante.

4.6.3 Quantificacao do DNA

Os produtos purificados foram quantificados por eletroforese em gel de
agarose a 2%, com 5uL de brometo de etidio (10mg/mL) (Sigma-Aldrich Corporation,
St. Louis, EUA) utilizando marcador Low Mass DNA (Invitrogen, California, EUA), e 0

gel foi visualizado em luz ultravioleta.

4.6.4 Reacédo de sequenciamento

Os fragmentos de cDNA amplificados e purificados foram sequenciados
em ambas direcdes, utilizando o kit BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready
Reaction versdo 3.1 (Applied Biosystems®, California, EUA). Os parametros de
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termociclagem para a reacdo de sequenciamento seguem na Tabela 4.6,
(modificado de Miagostovich et al., 2006).

Apdés a reacdo do sequenciamento, os produtos foram purificados
utilizando Centri-Sep Spin Columns (Princeton Separation, New Jersey, EUA) ou
DyeEx 2.0 Spin Kit Procedure (QIAGEN, Inc., California, EUA), e armazenados a
37°C por 24h para secagem. O DNA foi ressuspenso em 10uL de Formamida e
transferido para placa de 96 orificios (MicroAmpOptical 96 Well Reaction Plate -
Applied Biosystems®, California, EUA). A placa foi enviada para a Plataforma de
Sequenciamento de DNA PDTIS/FIOCRUZ, onde os produtos passaram por
eletroforese capilar em Analisador de DNA ABI 3730 (Applied Biosystems®,
California, EUA) (Otto et al., 2008).

Tabela 4.6 Parametros de termociclagem para a Reacao de Sequenciamento.

Etapas de termociclagem Temperatura  Tempo  Numero de ciclos
Desnaturacéao 94°C 1 min
Anelamento 63°C 2 min 35 ciclos
Extenséo 72°C 3 min
Temperatura final 4°C o

4.6.5 Andlise das sequéncias

Para a andlise dos produtos sequenciados utilizou-se o programa
Chromas® 1.45 (http://www.technelysium.com.au/chromasl4x.html) ou BioEdit
(http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html). A identidade da sequéncia foi
determinada através do BLAST (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). O
alinhamento das sequéncias foi realizado utilizando o software CLUSTALW?2
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) e as arvores filogenéticas foram
construidas com suporte do teste de bootstrap (1000 pseudo-réplicas) utilizando o
Programa MEGA 5 (http://www.megasoftware.net/) utilizando o método Neighbor-

joining, modelo Tamura-Nei 93+G, de acordo com o resultado obtido pela ferramenta
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disponivel no MEGA 5 de escolha do melhor modelo de substituicdo baseado na

Maxima Verossimilhanca (MV).

4.6.6 Localizacdo das substituicdes de aminoacidos na proteina

do envelope (E)

Para determinagdo da localizacdo dos aminoacidos substituidos na
proteina do envelope viral foi utilizado o programa Protein Workshop (Moreland et
al.,, 2005; Xu & Zhang, 2009), disponivel no PDB (Protein Data Bank).
Acesso:http://www.pdb.org/pdb/explore/viewerLaunch.do?viewerType=PW&structure
[d=3KZP&unit=bio&unit_id=1.

4.7 Analise de recombinacédo gendmica

Para a verificacdo de eventos de recombinacdo ao longo do genoma
completo dos DENV-1 isolados foi utilizado o programa RDP3 (Matrtin et al., 2010). O
programa encontra-se disponivel em http://darwin.uvigo.es/rdp/rdp.html.
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5 RESULTADOS

5.1 Confirmacao de cepas de DENV-1

A confirmacédo das culturas celulares inoculadas com DENV-1 (n=43) foi
confirmada através da RT-PCR utilizando iniciadores especificos e os produtos das

amplificacfes de algumas cepas estao representadas na Figura 5.1.

3 4 5 6 7 8 9 10111213 14

& 3 E A

16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

Figura 5.1 Eletroforese em gel de agarose a 1,5% dos produtos amplificados por RT-PCR
(Lanciotti, 1992) para confirmag¢&o dos isolados com DENV-1 (fragmento com 482pb). Pogos: 1
e 15 — padrdo de peso molecular de 100pb (100bp DNA Ladder, Invitrogen, California, EUA); 2 a 7,
10, 11, 17 a 26 — 19 amostras isoladas (com DENV-1); 9 e 27: controle negativo (agua livre de
nucleases); 12: controle positivo para DENV-1; 13: controle positivo para DENV-2; 14: controle
positivo para DENV-3; 16: mistura dos controles positivos (DENV-1, 2 e 3); 8 e 28: mistura de
controles positivos (DENV-1, 2, 3 e 4).

5.2 Caracterizacao molecular

A estratégia de amplificacdo utilizada permitiu a geracdo de produtos de

aproximadamente 900pb para o sequenciamento parcial (Figura 5.2) e completo da
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regido codificante dos DENV-1 (Figura 5.3). Os mesmos foram purificados e

posteriormente quantificados em gel de agarose a 2% (Figura 5.4).

900pb
600pb

400pb

1
—
—
—
p—
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—_—
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—
——

100pb

Figura 5.2. Eletroforese em gel de agarose a 1,5% dos produtos amplificados por RT-PCR
utilizando os quatro primeiros pares de primers para o DENV-1 (regi6es C/prM/M/E). Pocos: 1-
padrdo de peso molecular de 100pb (100bp DNA Ladder, Invitrogen, California, EUA); 2 a 5 - amostra
isolada; 6 - vazio; 7 a 10 - amostra isolada.

1 2 3 425 6 7 8 9 10 11 12 13 14 18861718
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Figura 5.3 Eletroforese em gel de agarose a 1,5% dos produtos amplificados por RT-PCR
utilizando os 16 pares de primers para o DENV-1 (genoma completo). Pogos: 1 e 15 - padréo de
peso molecular de 100pb (100bp DNA Ladder, Invitrogen, California, EUA); 2 a 14 — fragmento
amplificado de um DENV-1 isolado (primers 1 a 13, respectivamente); 16 a 18 — fragmento
amplificado de um DENV-1 isolado (primers 14 a 16, respectivamente).

Figura 5.4 Quantificacdo por eletroforese em gel de agarose a 2% dos produtos amplificados
por RT-PCR utilizando os 16 pares de primers para o DENV-1 (genoma completo). Pogos: 1 e 18
— Padrédo de massa (Low DNA Mass Ladder, Invitrogen, California, EUA); 2 a 17 — fragmento
amplificado de um DENV-1 isolado (primers 1 a 16, respectivamente).
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Todas as 48 amostras (43 isoladas e 5 provenientes de soro) foram
sequenciadas parcialmente (2.325 nucleotideos correspondentes as regides
C/prM/M/E) utilizando quatro pares de iniciadores, e em seis destas, foi realizado o
sequenciamento completo da regido codificante (C a NS5) compreendendo 10.176
nucleotideos com 16 pares de iniciadores que geraram fragmentos de 900pb, com
sobreposicdo de 200pb aproximadamente. As 48 cepas de DENV-1 estudadas
foram obtidas de casos que apresentam manifestacdes clinicas distintas,
classificadas de acordo com a OMS (2009) como dengue sem sinais de alerta
(DSSA), dengue com sinais de alerta (DCSA) e dengue grave (DG). Do total, 22
amostras foram classificadas como DSSA,; sete, DCSA; quatro, DG; seis casos
fatais; e nove casos sem informagdes, impossibilitando a classificagéo (Tabela 5.1)

5.2.1 Caracterizacdo molecular de cepas de DENV-1 baseada na

andlise do gene E

A origem geografica das cepas isoladas abrangeu as regifes sudeste —
Rio de Janeiro (RJ), Minas Gerais (MG) e Espirito Santo (ES); nordeste — Alagoas
(AL), Ceara (CE), Piaui (Pl) e Rio Grande do Norte (RN); e centro-oeste — Mato
Grosso do Sul (MS) (Tabelas 5.1 e 5.2; Figuras 5.5 e 5.6). A estratégia para o
sequenciamento parcial foi baseada na amplificacdo dos genes C/prM/M/E, no
entanto a caracterizacdo molecular e filogenia foram baseadas na anélise do gene
E. A andlise filogenética das 48 cepas demonstrou que todas as cepas de DENV-1
analisadas pertencem ao gendtipo V (América/Africa), porém as isoladas
recentemente (2009-2011) agrupam-se em clades distintos. Os grupos foram
diferenciados em duas linhagens, sendo uma dividida em duas sub-linhagens. As
amostras do periodo de introducédo do DENV-1 (1986 a 2002) no Brasil (n=25) e
amostras isoladas recentemente entre 2010 e 2011 (n=10) foram agrupadas na
linhagem 1. Esses dois grupos estdo relacionados filogeneticamente, porém uma
sub-divisdo é evidenciada, consideradas entdo como linhagens 1la e 1b,
respectivamente. Outro grupo distinto foi demonstrado com doze amostras isoladas
entre 2009 e 2011, e uma representante do ano de 2001, sendo considerado como
linhagem 2 (n=13).
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Através do alinhamento das sequéncias do gene E das 48 amostras foi
possivel observar alteragBes nucleotidicas conservadas entre cepas da mesma
linhagem. Tais alteracbes foram responsaveis pelas mudancas de alguns
aminoacidos (aa) nos dominio | e I1ll do gene E. No dominio | houve mudanca do aa
Treonina - Metionina na posicao E,g7, entre a linhagem la e as linhagens 1b e 2,
respectivamente. A mudanca desses aa ocorreu pela troca de uma citosina na
segunda posicao do cédon ACG (linhagem 1a) por uma Timina, (linhagens 1b e 2).
No dominio Il foram detectados quatro substituicbes de aa conservados nas
posicdes Eazsg (SDL), Ezgs (KDR), Egzs (VL) € Eaze (V-1). As substituicdes de aa
ocorridas nas posigcoes Ezszs Es2s ¢ E436 fOram conservadas nas cepas da linhagem 2,
enquanto as cepas da linhagem 1b apresentaram modificacdo conservada na
posicdo Ezg4 (Tabela 5.2). A tabela dos aa esta apresentada no anexo 10.1.

Ao longo do gene E, o dominio 11l foi o que apresentou 0 maior nimero de
substituicdes gerando mudancas em aa conservados entre as linhagens. A andlise
filogenética baseada somente na sequéncia nucleotidica que codifica o dominio Il
do gene E foi suficiente para diferenciar as amostras nas distintas linhagens (Tabela
5.2; Figura 5.6). A localizacdo dos aminoacidos substituidos no ectodominio da
proteina E esta representada em modelo tridimensional na Figura 5.7.

A identidade entre as sequéncias nucleotidicas do gene E das 48 cepas
de DENV-1 foi de 95,6 a 97,2% entre as linhagens 1la e 2; 96,6 a 98,1% entre as
linhagens 1la e 1b e 95,2 a 96,2% entre as linhagens 2 e 1b. A similaridade mais
baixa foi encontrada entre as linhagens 2 e 1b, apresentando divergéncias
nucleotidicas de 3,8 a 4,8%. A matriz de identidade entre os 495 aa do gene E,
demonstra taxas de 98,3 a 99,5% entre as linhagens la e 2, 95,9 a 99,5% entre a
linhagem la e 1b e de 95,7 a 99,1% entre as linhagens 2 e 1b. A divergéncia entre
os aa de 0,5 a 1,7% foi encontrada entre as linhagens 1a e 2, 0,5 a 4,1% entre as
linhagens la e 1b, e de 0,9 e 4,3% entre as linhagens 2 e 1b. As matrizes de
porcentagem tanto da identidade quanto divergéncia nucleotidica e de aa foram
acrescidas de representantes dos cinco genoétipos de DENV-1. As divergéncias
nucleotidicas observadas foram de 6,3 a 8,7% entre as cepas estudadas com o0s
genotipos I, 11, 1l e IV (Anexo 10.2).
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Tabela 5.1 Cepas de DENV-1 isoladas de casos humanos de 1986 a 2011 no Brasil.

ID Origem da Passagem Classificagcdo Genes

Estado de origem cepa em C6/36 (OMS, 2009) Sequenciados Acesso Genbank
ano de isolamento

31768/RJ/1986 Isolado (C6/36) 12 DSSA C/prM/M/E HQ026760
31807/RJ/1986 Isolado (C6/36) 12 DSSA C/prM/M/E JN122280
36034/RJ/1988 Isolado (C6/36) 22 DSSA (C>NS5) KF672761
38159/RJ/1989 Isolado (C6/36) 12 DSSA (C>NS5) KF672762
45907/MS/1991 Isolado (C6/36) 12 DSSA C/prM/M/E KF672791
58485/MG/1997 Isolado (C6/36) 12 DG C/prM/M/E KF672769
58522/MG/1997 Isolado (C6/36) 12 Sl C/prM/M/E KF672770
58540/RJ/1997 Isolado (C6/36) 12 DCSA C/prM/M/E KF672771
58610/RJ/1997 Isolado (C6/36) 12 DSSA C/prM/M/E KF672772
58724/RN/1997 Isolado (C6/36) 12 Sl C/prM/M/E KF672773
60068/RJ/1998 Isolado (C6/36) 12 DG C/prM/M/E KF672774
60443/CE/1998 Isolado (C6/36) 12 DSSA C/prM/M/E KF672775
60606/MG/1998 Isolado (C6/36) 12 DCSA C/prM/M/E KF672776
60619/MG/1998 Isolado (C6/36) 12 DG C/prM/M/E KF672777
62114/ES/1998 Isolado (C6/36) 12 DSSA C/prM/M/E KF672778
62189/ES/1998 Isolado (C6/36) 12 DCSA C/prM/M/E KF672779
64450/RJ/1999 Isolado (C6/36) 22 DCSA C/prM/M/E KF672780
64451/RJ/1999 Isolado (C6/36) 12 DSSA C/prM/M/E KF672781
64616/RJ/1999 Isolado (C6/36) 12 DSSA C/prM/M/E KF672792
66568/RJ/2000 Isolado (C6/36) 12 DSSA C/prM/M/E KF672782
66694/ES/2000 Isolado (C6/36) 12 Si (C>NSb5) KF672763
67993/P1/2000 Isolado (C6/36) 12 Sl (C>NSb5) KF672787
68826/RJ/2001 Isolado (C6/36) 12 DSSA C/prM/M/E KF672764
71602/RJ/2001 Isolado (C6/36) 12 DCSA C/prM/M/E KF672788
75424/ES/2002 Isolado (C6/36) 12 DSSA C/prM/M/E KF672783
15_2010/MS/2010* Soro DSSA C/prM/M/E HQ696612
876_2010/MS/2010 Isolado (C6/36) 12 Sl C/prM/M/E KF672768
2676_2010/RJ/2010 Isolado (C6/36) 22 OBITO C/prM/M/E KF672786
1141 2011/AL/2010 Isolado (C6/36) 12 Sl C/prM/M/E JQ015184
1142_2011/AL/2010 Isolado (C6/36) 12 Sl C/prM/M/E JQ015185
122_2011/RJ/2011 Isolado (C6/36) 12 DSSA C/prM/M/E JN122281
169 2011/RJ/2011 Isolado (C6/36) 12 OBITO C/prM/M/E KF672765
325_2011/RJ/2011 Isolado (C6/36) 12 DG C/prM/M/E KF672766
1049 2011/RJ/2011 Isolado (C6/36) 12 DCSA C/prM/M/E KF672790
1266_2011/RJ/2011 Isolado (C6/36) 12 OBITO (C>NSb5) KF672760
73834/ES/2001 Isolado (C6/36) 12 DSSA C/prM/M/E KF672789
55_2009/ES/2009 Isolado (C6/36) 12 Si C/prM/M/E HM043709
1433_09/RJ/2009 Soro DSSA C/prM/M/E HQO026761
1435_09/RJ/2009 Soro DSSA C/prM/M/E HM043710
19 2010/RJ/2010 Soro DSSA C/prM/M/E HQO026762
20_2010/RJ/2010 Soro DSSA C/prM/M/E HQ696613
188_2010/RJ/2010 Isolado (C6/36) 12 DCSA C/prM/M/E HQ696614
242 _2010/RJ/2010 Isolado (C6/36) 12 DSSA (C>NSb5) KF672759
516_2010/ES/2010 Isolado (C6/36) 12 OBITO C/prM/M/E KF672785
568_2010/ES/2010 Isolado (C6/36) 12 OBITO C/prM/M/E KF719187
594 2011/CE/2010 Isolado (C6/36) 12 Si C/prM/M/E JN982362
512 _2011/RJ/2011 Isolado (C6/36) 12 DSSA C/prM/M/E KF672767
514 2011/RJ/2011 Isolado (C6/36) 12 OBITO C/prM/M/E KF672784

*Amostra suspeita de febre amarela, com histérico de viagem ao Mato Grosso do Sul. ID: Identificacéo; BR: Brasil; RJ: Rio
de Janeiro, ES: Espirito Santo; MG: Minas Gerais; MS: Mato Grosso do Sul; CE: Cear&; AL: Alagoas; PI: Piaui; SI: Sem
informacédo; DG: dengue grave; DSSA: dengue sem sinais de alerta; DCSA: dengue com sinais de alerta; C: capsideo;
prM: pré-membrana; M: membrana; E: envelope; NS5: proteina ndo estrutural 5. OMS: Organiza¢éo Mundial da Saude.

52



Tabela 5.2 Substituicdes de aminoacidos que predizem a diferenciacdo dos virus
dengue 1 (DENV-1) em diferentes linhagens baseada na analise do gene do

envelope (E).

ID da amostra
Estado de origem
Ano de isolamento

Gene E (posicao)/Substituicdo de
aminoacido
Dominio |

Dominio Il

E297

E394

E428

Gendtipo

Rico-Hesse (2003)
Weaver & Vasilakis

(2009)

Linhagem

31768/RJ/1986 T K Vv América/Africa (V) | Linhagem 1a
31807/RJ/1986 Ameérica/Africa (V) | Linhagem 1a
36034/RJ/1988 Ameérica/Africa (V) | Linhagem 1a
38159/RJ/1989 América/Africa (V) | Linhagem la
45907/MS/1991 América/Africa (V) | Linhagem la
58485/MG/1997 América/Africa (V) | Linhagem la
58522/MG/1997 América/Africa (V) | Linhagem la
58540/RJ/1997 América/Africa (V) | Linhagem la
58610/RJ/1997 América/Africa (V) | Linhagem la
58724/RN/1997 Ameérica/Africa (V) | Linhagem 1a
60068/RJ/1998 Ameérica/Africa (V) | Linhagem 1a
60443/CE/1998 Ameérica/Africa (V) | Linhagem 1a
60606/MG/1998 . Ameérica/Africa (V) | Linhagem 1a
60619/MG/1998 L Ameérica/Africa (V) | Linhagem 1a
62114/ES/1998 América/Africa (V) | Linhagem 1a
62189/ES/1998 América/Africa (V) | Linhagem la
64450/RJ/1999 América/Africa (V) | Linhagem la
64451/RJ/1999 América/Africa (V) | Linhagem la
64616/RJ/1999 América/Africa (V) | Linhagem la
66568/RJ/2000 América/Africa (V) | Linhagem la
66694/ES/2000 Ameérica/Africa (V) | Linhagem 1a
67993/P1/2000 Ameérica/Africa (V) | Linhagem 1a
68826/RJ/2001 Ameérica/Africa (V) | Linhagem 1a
71602/RJ/2001 Ameérica/Africa (V) | Linhagem 1a
75424/ES/2002 . . Ameérica/Africa (V) | Linhagem 1a
15 2010/MS/2010 M R Ameérica/Africa (V) | Linhagem 1b
876_2010/MS/2010 M R América/Africa (V) | Linhagem 1b
2676_2010/RJ/2010 M R América/Africa (V) | Linhagem 1b
1141 2011/AL/2010 M R América/Africa (V) | Linhagem 1b
1142 2011/AL/2010 M R América/Africa (V) | Linhagem 1b
122 2011/RJ/2011 M R América/Africa (V) | Linhagem 1b
169 2011/RJ/2011 M R América/Africa (V) | Linhagem 1b
325 2011/RJ/2011 M R Ameérica/Africa (V) | Linhagem 1b
1049 2011/RJ/2011 M R Ameérica/Africa (V) | Linhagem 1b
1266_2011/RJ/2011 M . R . . Ameérica/Africa (V) | Linhagem 1b
73834/ES/2001 M L L I Ameérica/Africa (V) | Linhagem 2

55 2009/ES/2009 M L L I Ameérica/Africa (V) | Linhagem 2

1433_09/RJ/2009 M L L I América/Africa (V) | Linhagem 2

1435_09/RJ/2009 M L L I América/Africa (V) | Linhagem 2

19 2010/RJ/2010 M L L I América/Africa (V) | Linhagem 2

20_2010/RJ/2010 M L L I América/Africa (V) | Linhagem 2

188 _2010/RJ/2010 M L L I América/Africa (V) | Linhagem 2

242 2010/RJ/2010 M L L I América/Africa (V) | Linhagem 2

516_2010/ES/2010 M L L I América/Africa (V) | Linhagem 2

568_2010/ES/2010 M L L I América/Africa (V) | Linhagem 2

594 2011/CE/2010 M L L I América/Africa (V) | Linhagem 2

512 _2011/RJ/2011 M L L I América/Africa (V) | Linhagem 2

514 2011/RJ/2011 M L L I América/Africa (V) | Linhagem 2

Legenda dos aminoécidos:

T: treonina; S:serina ; K: lisina; V: valina ; M: metionina; L: leucina; R: arginina; I: isoleucina.
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74342/Mosq/RJI/BR
HM450090.1|BR/MT/2002
@ 62114/BR/ES/1998
@ 75424/BR/IES/2002
FJ850073.1/BR/2001
@ 66694/BR/ES/2000
@ 66568/BR/RJ/2000
HM450098.1|BR/RN/2001
@ 58485/BR/MG/97
@ 60068/BR/RY/1998
HM450086.1|BR/CE/2000
@ 68826/BR/RJ/2001

@ 71602/BR/RJ/2001
AF513110.1/BR/01
@ 67993/BR/P1/2000
@ 58724/BR/RN/1997
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Figura 5.5 Arvore filogenética baseada no gene E dos 48 DENV-1 isolados ao longo dos
periodos epidémicos (1986 a 2011). Método Neighbor-joining, modelo TN93+G com valor de
correcdo 0.30. Suporte do teste de bootstrap (1000 pseudo-réplicas) esta apresentada na base dos
ramos. Circulos pretos representam as sequéncias de DENV-1 analisadas. Cepas de referéncia de
DENV foram nomeadas da seguinte forma: nimero de acesso ao GenBank/Pais/ano.
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Figura 5.6 Arvore filogenética baseada na sequéncia codificante para o dominio lll do gene
E dos DENV-1 isolados ao longo dos periodos epidémicos (1986 a 2011). Método Neighbor-
joining, modelo TN93+G com valor de correcdo 0.46. Suporte do teste de bootstrap (1000
pseudo-réplicas) esta apresentado na base dos ramos. Circulos na cor vermelha representam as
sequéncias de DENV-1 da linhagem 1a, em azul as amostras da linhagem 1b e preto da linhagem
2. Cepas de referéncia de DENV foram nomeadas da seguinte forma: nimero de acesso ao
GenBank/Pais/ano.
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Figura 5.7 Estrutura tridimensional do ectodominio da proteina E do DENV-1. Linhagem 2:
Trimero, estrutura de conformacdo po6s fusdo, apresentando as posicbes com aminoacidos
conservados no Dominio | e Il (A) e segmento do dominio Ill com e sem estrutura de superficie (B e
C, respectivamente); Linhagem 1b: Trimero, estrutura de conformacéo pés fusdo, apresentando as
posi¢cdes com aminoacidos conservados no Dominio | e Il (D) e segmento do dominio Il com e sem
estrutura de superficie (E e F, respectivamente). Representagdo construidas em Protein Workshop
(Moreland et al., 2005), utilizando como moldes as proteinas 3G7T (Nayak et al., 2009) e 3IRC
(Nelson et al., 2011), disponiveis em PDB (Protein Data Bank). Residuos destacados nas imagens
representam a localizagdo dos aminoacidos, sem necessariamente apresentar a estrutura quimica do
aminodcido encontrado nas linhagens.
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5.2.2 Caracterizacdo molecular baseada na sequéncia da regido
codificante completa (C-2NS5)

A analise filogenética baseada nas sequéncias da regido codificante
completa demonstrou que as seis cepas de DENV-1 isoladas pertencem ao genotipo
V (América/Africa), corroborando a anélise do gene E, e que as representantes das
linhagens se mantém em grupos distintos (Tabelas 5.1 e 5.2; Figura 5.8).

A fim de verificar quais genes poderiam ser utilizados para identificagao
das linhagens, arvores filogenéticas foram construidas a partir dos genes C, prM/M,
E, NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4 e NS5 (Figuras 5.9 a 5.17, respectivamente). A
andlise de todos os genes, exceto o gene C, permitiu agrupar as amostras no
gendtipo V, porém somente os genes E, NS3 e NS5 permitiram o agrupamento das
amostras em duas linhagens distintas (linhagem 1 e 2), sendo o gene E o Gnico que
caracterizou as sub-linhagens 1a e 1b, com suporte de bootstrap = 75% (Figuras
5.11; 5.15; 5.17).

Comparando os 3.392 aa, correspondentes aos 10.176 nucleotideos, das
seis amostras com a cepa de referéncia AF226685.2/BR/90 foram encontradas 82
substituicbes de aa distribuidas entre as sequéncias. As cepas 36034/RJ/1988 e
38159/RJ/1989 apresentaram seis e sete substituicbes, respectivamente. Ja nas
outras duas cepas também pertencentes a linhagem 1a, o nUmero de substituicdes
foi mais elevado: 66694/ES/2000 com dezenove e a cepa 68826/RJ/2001 com
dezesseis. Na representante da linhagem 1b, 1266 2011/RJ/2011 foram
identificadas 26 substituicbes de aa e a representante da linhagem 2
(242_2010/RJ/2010) apresentou aproximadamente 50% do total de substituigcbes
encontradas (43 substituicoes).

A maioria das substituices foi pontual, em sequéncias Unicas, porém
dezesseis foram conservadas entre as cepas estudadas. Nas cepas isoladas em
2000 e 2001 (linhagem 1a) foram detectadas nove substituicbes nos genes NS1,
NS4B e NS5. Os residuos de aa substituidos foram NS1,5 (K>R), NSlg, (M->1),
NS1lg, (D>N), NSlus (IM), NSlz3 (N=S), NS4B34 (R>H), NS4Bgo (I=L), NS5629
(L>F), NS5¢35 (T>S). A substituicio R>H em NS4B34, também foi observado na
cepa da linhagem 1b. Entre as representantes das linhagens 1b e 2, trés
substituices foram encontradas no gene E, NS2A e NS5 em Ezg7 (T>M), NS2A4;

(K>R) e NS5¢78 (I2T). Além destas, quatro repeticdes de aminoacidos foram
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encontrados nas sequéncias das trés linhagens, diferenciadas da BR/90, nas
posicoes NS2Ag7 (A>T), NS3465 (S=>N), NS5114 (V21) € NS5754 (1V), ressaltando
que a cepa 38159/RJ/1989 compartilha esta ultima posicdo com a cepa de
referéncia (Tabelas 4.3, 4.4 e 4.5).

A identidade nucleotidica das seis cepas onde se analisou a regiao
codificante completa demonstrou uma variagéo de 96.1 - 96.5% entre as linhagens
lae 2;97.3-97.9% entre as linhagens 1a e 1b e 95.4% entre as linhagens 1b e 2. A
identidade de aa entre as linhagens la e 2 foi de 98.4% - 98.7%; linhagens la e 1b,
989 - 99.2%; e de 98.4% entre as linhagens 1b e 2 (Tabela 5.6).
Consequentemente, a divergéncia nucleotidica e de aa obtida entre as linhagens foi:
3.5 — 3.9% (nucleotidica) e 1,3 — 1,6% (aa) entre as linhagens la e 2; 2,1 — 2,7%
(nucleotidica) e 0,8 — 1,1% (aa) entre as linhagens 1a e 1b; 4,6% (nucleotidica) e
1,6% (aa) entre as linhagens 2 e 1b (Tabela 5.7). As matrizes de porcentagem tanto
da identidade quanto divergéncia nucleotidica e de aa foram acrescidas de
representantes dos cinco gendtipos de DENV-1, apresentando divergéncia
nucleotidica >6% entre as amostras estudadas com os gendétipos |, II, 1l e IV
(Tabelas 5.6 e 5.7).
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Figura 5.8 Arvore filogenética baseada na regido codificante completa dos 6 DENV-1
isolados ao longo dos periodos epidémicos (1986 a 2011). Método Neighbor-joining, modelo
TN93+G com valor de correcéo 0.28. Suporte do teste de bootstrap (1000 pseudo-réplicas) esta
apresentado na base dos ramos. Circulos pretos representam as sequéncias de DENV-1
analisadas. Cepas de referéncia de DENV foram nomeadas da seguinte forma: nimero de

acesso ao GenBank/Pais/ano.
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Figura 5.9 Arvore filogenética baseada no gene C (capsideo) dos 6 DENV-1 isolados ao
longo dos periodos epidémicos (1986 a 2011). Método Neighbor-joining, modelo TN93+G com
valor de correcdo 0.15. Suporte do teste de bootstrap (1000 pseudo-réplicas) esta apresentado
na base dos ramos. Circulos pretos representam as sequéncias de DENV-1 analisadas. Cepas
de referéncia de DENV foram nomeadas da seguinte forma: numero de acesso ao

GenBank/Pais/ano.
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Figura 5.10 Arvore filogenética baseada no gene prM/M (pré-membrana/membrana) dos 6
DENV-1 isolados ao longo dos periodos epidémicos (1986 a 2011). Método Neighbor-joining,
modelo TN93+G com valor de correcdo 0.30. Suporte do teste de bootstrap (1000 pseudo-
réplicas) est4 apresentado na base dos ramos. Circulos pretos representam as sequéncias de
DENV-1 analisadas. Cepas de referencia de DENV foram nomeadas da seguinte forma: nimero
de acesso ao GenBank/Pais/ano.

61



100
< Gendtipo IV (Pacifico Sul)

Genotipo 1l (Malasia)

« Gendtipo | (Asia)
97

100 - AY732474.1/Th/80

|: AY732476.1/Th/80

—
0.01

100

96

100

@ 242 2010/BR/RJ/2010
97 [L GU131863.1/BR/2008

FJ850087.1/BR/2006
100 | £ 3850070.1/BR/2000
FJ850081.1/BR/2004

_|:EU081258. 1/SG/2005
100 JN903578.1/IN/2007

77_|_— FJ547087.1/US/1992
FJ562106.1/US/1986

AF226687.2/FGA/89
@ 66694/BR/ES/2000
ﬂﬂ: @ 68826/BR/RJ/2001
AF513110.1/BR/01-MR
79 |— @ 36034/BR/RJ/1988
_|—_. 38159/BR/RJ/1989
5 — AF226685.2/Den1BR/90
o7 FJ898437.1/NI/2004
V37845/MX/2008
GU131958.1/MX/2006
FJ639741.1/VE/1998
GU056033.1/VE/1998
FJ850104.1/VE/2008
GU131837.1/VE/2005
GQ868560.1/C0O/1998
GU131840.1/VE/2007
FJ850102.1/VE/2007
100 | GU056031.1/VE/1998

@ 1266_2011/BR/RJ/2011
88 ' GU131838.1/VE/2006

Linhagem Il

Linhagem la

Linhagem Ib

Gendtipo V (Américal Africa)

Figura 5.11 Arvore filogenética baseada no gene E (envelope) dos 6 DENV-1 isolados ao
longo dos periodos epidémicos (1986 a 2011). Método Neighbor-joining, modelo TN93+G com
valor de correcdo 0.32. Suporte do teste de bootstrap (1000 pseudo-réplicas) esta apresentado
na base dos ramos. Circulos pretos representam as sequéncias de DENV-1 analisadas. Cepas

de

GenBank/Pais/ano.

referencia de DENV foram nomeadas da seguinte forma:

namero de acesso ao
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Figura 5.12 Arvore filogenética baseada no gene NS1 (ndo estrutural 1) dos 6 DENV-1
isolados ao longo dos periodos epidémicos (1986 a 2011). Método Neighbor-joining, modelo
TN93+G com valor de corre¢édo 0.32. Suporte do teste de bootstrap (1000 pseudo-réplicas) esta
apresentado na base dos ramos. Circulos pretos representam as sequéncias de DENV-1
analisadas. Cepas de referencia de DENV foram nomeadas da seguinte forma: ndmero de
acesso ao GenBank/Pais/ano.
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Figura 5.13 Arvore filogenética baseada no gene NS2A (n&o estrutural 2A) dos 6 DENV-1
isolados ao longo dos periodos epidémicos (1986 a 2011). Método Neighbor-joining, modelo
TN93+G com valor de corre¢édo 0.40. Suporte do teste de bootstrap (1000 pseudo-réplicas) esta
apresentado na base dos ramos. Circulos pretos representam as sequéncias de DENV-1
analisadas. Cepas de referencia de DENV foram nomeadas da seguinte forma: numero de
acesso ao GenBank/Pais/ano.

64



GU131958.1/MX/2006
ﬂ{L V37845/MX/2008
|FJ898437.1/NI/2004
L FJ850104.1/VE/2008
GQ868560.1/C0O/1998
GU131837.1/VE/2005
FJ639741.1/VE/1998
GU056033.1/VE/1998
FJ850102.1/VE/2007
GU056031.1/VE/1998
92 | GU131840.1/VE/2007
@ 1266 _2011/BR/RJ/2011
GU131838.1/VE/2006
AF226685.2/Den1BR/90
@ 38159/BR/RJ/1989
@ 63326/BR/RJ/2001 Genétipo V (Américal Africa)
@ 66694/BR/ES/2000
AF513110.1/BR/01-MR
@ 36034/BR/RJ/1988
AF226687.2/FGA/89
FJ547087.1/US/1992
FJ562106.1/US/1986
—— EU081258.1/SG/2005
FJ850081.1|DENV-1/BR/2004
| FJ850070.1/BR/2000
FJ850087.1/BR/2006
92 @ 242 2010/BR/RJ/2010
GU131863.1/BR/2008
82 L JN903578.1/IN/2007
AY732474.1/Th/80
o5 | AY732476.1/Th/80
Genotipo |l (Tailandia)

Gendtipo | (Asia)
97

ey Gendtipo | (Asia)

87
« Gendtipo IV (Pacifico Sul)
93

———
0.02

Figura 5.14 Arvore filogenética baseada no gene NS2B (n#o estrutural 2B) dos 6 DENV-1
isolados ao longo dos periodos epidémicos (1986 a 2011). Método Neighbor-joining, modelo
TN93+G com valor de corre¢do 0.22. Suporte do teste de bootstrap (1000 pseudo-réplicas) esta
apresentado na base dos ramos. Circulos pretos representam as sequéncias de DENV-1

analisadas. Cepas de referencia de DENV foram nomeadas da seguinte forma: numero de
acesso ao GenBank/Pais/ano.
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Figura 5.15 Arvore filogenética baseada no gene NS3 (n&o estrutural 3) dos 6 DENV-1

isolados ao longo dos periodos epidémicos (1986 a 2011). Método Neighbor-joining, modelo
TN93+G com valor de corre¢éo 0.25. Suporte do teste de bootstrap (1000 pseudo-réplicas) esta
apresentado na base dos ramos. Circulos pretos representam as sequéncias de DENV-1
analisadas. Cepas de referencia de DENV foram nomeadas da seguinte forma: numero de
acesso ao GenBank/Pais/ano.
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Figura 5.16 Arvore filogenética baseada no gene NS4A (n#o estrutural 4A) dos 6 DENV-1
isolados ao longo dos periodos epidémicos (1986 a 2011). Método Neighbor-joining, modelo
TN93+G com valor de corre¢édo 0.33. Suporte do teste de bootstrap (1000 pseudo-réplicas) esta
apresentado na base dos ramos. Circulos pretos representam as sequéncias de DENV-1
analisadas. Cepas de referencia de DENV foram nomeadas da seguinte forma: ndmero de
acesso ao GenBank/Pais/ano.
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Figura 5.17 Arvore filogenética baseada no gene NS4B (n&do estrutural 4B) dos 6 DENV-1
isolados ao longo dos periodos epidémicos (1986 a 2011). Método Neighbor-joining, modelo
TN93+G com valor de corre¢édo 0.28. Suporte do teste de bootstrap (1000 pseudo-réplicas) esta
apresentado na base dos ramos. Circulos pretos representam as sequéncias de DENV-1
analisadas. Cepas de referencia de DENV foram nomeadas da seguinte forma: ndmero de

acesso ao GenBank/Pais/ano.
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Figura 5.18 Arvore filogenética baseada no gene NS5 (ndo estrutural 5) dos 6 DENV-1
isolados ao longo dos periodos epidémicos (1986 a 2011). Método Neighbor-joining, modelo
TN93+G com valor de correcédo 0.25. Suporte do teste de bootstrap (1000 pseudo-réplicas) esta
apresentado na base dos ramos. Circulos pretos representam as sequéncias de DENV-1
analisadas. Cepas de referencia de DENV foram nomeadas da seguinte forma: nimero de
acesso ao GenBank/Pais/ano.
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Tabela 5.3 Substituicbes de aminoacidos nos genes C, prM, M e NS1 de seis amostras de DENV-1 representativas das trés
linhagens distintas comparadas com amostra de referéncia AF226685.2/BR/90.

ORF  Proteina aa AF226685.2 Cepas de DENV-1

BR/90 Linhagem 1a Linhagem 2 Linhagem 1b

36034/ 38159/ 66694 68826 242 2010 1266 2011

BR/RJ/1988 BR/RJ/1989 BR/ES/2000 BR/RJ/2001 BR/RJ/2010 BR/RJ/2011
26 C 25 G * * * * S *
95 95 M * * * * I *
106 106 L F * * * * *
143 prM 29 A * * * * Y *
199 85 E G * * * * *
203 89 D * * * * * E
222 M 31 K * * * * * R
252 47 L * * * * * F
577 E 297 T * * * * M M
603 329 T * I * * * *
618 338 S * * * * L *
662 382 A * * \Y; * * *
674 394 K * * * * * R
708 428 \Y * * * * L *
716 436 Vv * * * * I *
720 440 F * L * * * *
823 NS1 48 K * * R R * *
852 77 H * * * * Y *
859 84 M * * I I * *
867 92 D * * N N * *
868 93 A * * * * Y, *
869 94 N * * D * * *
873 98 A * * * T * *
921 146 E * * * * D G
937 162 I * * * * * Y,
950 175 Y * * * * H *
999 224 I * * * * * T
1017 242 I * * * * \Y, *
1021 246 I * * M M * *
1022 247 Y * * * * * F
1068 293 N * * S S Y *
1122 347 R * * * K * *




Tabela 5.4 Substituicbes de aminoacidos nos genes NS2A, NS2B, NS3 de seis amostras de DENV-1 representativas das

trés linhagens distintas comparadas com a amostra de referéncia AF226685.2/BR/90.

Proteina aa AF226685.2 Cepas de DENV-1

ORF BR/90 Linhagem 1a Linhagem 2 Linhagem 1b

36034/ 38159/ 66694 68826 242 2010 1266 2011

BR/RJ/1988 BR/RJ/1989 BR/ES/2000 BR/RJ/2001 BR/RJ/2010 BR/RJ/2011
1144 NS2A 17 I * * * * * M
1145 18 M * * * * L *
1194 67 K * * * * R R
1224 97 A T T T T T T
1225 98 S * * * * C *
1233 106 I * * * * Y *
1238 111 \Y * * M * * *
1240 113 S * * * * * C
1266 139 E * * * * D *
1282 155 I * * * * * Y,
1283 156 K * * * * R *
1285 158 T * * * * S *
1295 168 T * * * * M *
1298 171 \Y, * * * * A *
1340 213 K * * E * * *
1349 NS2B 4 L * * * * I *
1356 11 I * * * * Y, *
1408 63 E * * * * * Q
1415 70 T * * * * * A
1487 NS3 12 E * * * * K *
1646 171 S * * * * T *
1830 358 K * R * * * *
1912 437 D * * * * E *
1940 465 S N N N N N N
1949 474 \Y * * * * I *
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Tabela 5.5 Substituicdes de aminoacidos nos genes NS4A, NS4B, NS5 de seis amostras de DENV-1 representativas das

trés linhagens distintas comparadas com a amostra de referéncia AF226685.2/BR/90.

ORF  Proteina aa AF226685.2 Cepas de DENV-1

BR/90 Linhagem 1a Linhagem 2 Linhagem 1b

36034/ 38159/ 66694 68826 242 2010 1266 2011

BR/RJ/1988 BR/RJ/1989 BR/ES/2000 BR/RJ/2001 BR/RJ/2010 BR/RJ/2011
2183 NS4A 89 T * * * * M *
2261 NS4B 17 H * * * * * Y
2264 20 A * * * * Y *
2268 24 Q * * * * H *
2278 34 R * * H H * H
2334 90 I * * L L * *
2392 148 \Y, * * I * * *
2397 153 A * * * * T *
2523 NS5 30 R * * * * K *
2532 39 S * * * T * *
2607 114 \Y I I I I I I
2628 135 M * * * * T *
2688 195 Q * * * * * R
2863 370 A * * * * * T
3040 547 Q * * R * * *
3078 585 N * * * * S *
3120 629 L * * F F S *
3128 635 T * * S S * *
3133 640 E * * * * K *
3134 641 R * * * * K *
3135 642 \Y * * * * * A
3171 678 I * * * * T T
3277 784 I Vv * Y Y Y, Y,
3282 789 T * * * * * A
3320 827 T * A * * * *
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Tabela 5.6 Matriz de porcentagem* da identidade nucleotidica e de amino&cidos baseada na regido codificante completa (C->NSb5)

das linhagens dos DENV-1.

Amostras** 1 2 3 4 5

1 36034/BR/RJ/1988 99,7% 99,4% 99,5% 98,7%

2 38159/BR/RJ/1989 99,3% 99,4% 99,4% 98,7%

3 66694/BR/ES/2000 98,8% 98,7% 99,7% 98,4%

4 68826/BR/RJ/2001 98,7% 98,6% 99,2% 98,5%
5 242/2010/BR/RJ/2010 96,5% 96,5% 96,1% 96,1%

97,9% 97,8% 97,3% 97,3% 95,4%

AB074760.1/Mochi/43 93,9% 93,7% 93,5% 93,4% 93,2%

EF457905.1/MAL/72 93,4% 93,3% 93,0% 93,0% 92,9%

U88535.1/Naur/74 92,9% 92,7% 92,6% 92,4% 92,3%

AF226685.2/Den1BR/90 99,3% 99,6% 98,7% 98,5% 96,5%

99,2%
99,2%
98,9%
99,0%
98,4%

93,0%
92,6%
92,0%
97,8%

7
97,3%
97,2%
97,0%
97,1%
97,0%
97,1%

94,6%
95,0%
93,8%

8
97,8%
97,7%
97,5%
97,6%
97,4%
97,6%
97,8%

93,7%
93,4%

9
97,6%
97,5%
97,3%
97,4%
97,3%
97,3%
97, 7%
98,0%

92,7%

10
99,8%
99,7%
99,4%
99,5%
98,7%
99,2%
97,2%
97,7%
97,5%

*Quadrante superior acima da diagonal: porcentagem de aminoacidos; quadrante inferior abaixo da diagonal (em negrito): porcentagem de nucleotideo.
Porcentagem de identidade de nucleotideos e aminoacidos foi determinada por BioEdit (http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.htmL).
**amostras: 1 a 4 (linhagem 1a), 5 (linhagem 2), 6 (linhagem 1b), 7 (Gendtipo | — Asia), 8 (Genétipo Il — Malasia), 9 (Genétipo IV — Pacifico Sul), 10

(Genotipo V — América/Africa).

73



Tabela 5.7 Matriz de porcentagem* da divergéncia nucleotidica e de aminoacidos baseada na regido codificante completa

(C->NS5) das linhagens dos DENV-1.

Amostras** 1 2 3 4 5
1 36034/BR/RJ/1988 0,3% 0,6% 0,5% 1,3%
2 38159/BR/RJ/1989 0,7% 0,6% 0,6% 1,3%
3 66694/BR/ES/2000 12% 1,3% 0,3% 1,6%
4 68826/BR/RJ/2001 1,3% 1,4% 0,8% 1,5%
5 242/2010/BR/RJ/2010 35% 35% 39% 3,9%
2,1% 22% 2,7% 2,7% 4,6%
AB074760.1/Mochi/43 6,1% 6,3% 65% 6,6% 6,8%
EF457905.1/MAL/72 6,6% 6,7% 7,0% 7,0% 7,1%
U88535.1/Naur/74 71% 73% 7,4% 7,6% 7,7%
AF226685.2/Den1BR/90 0,7% 0,4% 13% 15% 3,5%

0,8%
0,8%
1,1%
1,0%
1,6%

7,0%
7,4%
8,0%
2,2%

7
2,7%
2,8%
3,0%
2,9%
3,0%
2,9%

5,4%
5,0%
6,2%

8
2,2%
2,3%
2,5%
2,4%
2,6%
2,4%
2,2%

6,3%
6,6%

9
2,4%
2,5%
2,7%
2,6%
2,7%
2,7%
2,3%
2,0%

7,3%

10
0,2%
0,3%
0,6%
0,5%
1,3%
0,8%
2,8%
2,3%
2,5%

*Quadrante superior acima da diagonal: porcentagem de aminodcidos; quadrante inferior abaixo da diagonal (em negrito): porcentagem de nucleotideo.
Porcentagem de divergéncia de nucleotideos e aminoacidos foi determinada por BioEdit (http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.htmL).
**amostras: 1 a 4 (linhagem 1a), 5 (linhagem 2), 6 (linhagem 1b), 7 (Gendtipo | — Asia), 8 (Gendétipo Il — Maléasia), 9 (Gendtipo IV — Pacifico Sul), 10

(Genétipo V — América/Africa).
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5.3 Andlise de recombinacdo de cepas de DENV-1 baseada na

analise daregido codificante completa do genoma viral

As sequéncias completas e do gene E das cepas estudadas, de
sequéncias disponiveis no Genbank pertencentes ao gendtipo V e representantes
dos demais gendtipos de DENV-1 foram alinhadas e analisadas. O resultado da
andlise do gene E das cepas brasileiras estudadas ndo apresentou evidéncia de
recombinacdo. Porém, na analise do gene completo (10.176 nucleotideos), foi
identificado um possivel evento de recombinacdo na cepa AF513110.1/BR/2001,
isolada no estado do Parana no ano de 2001. A cepa 36034/BR/RJ/1988
(KF672761), isolada no estado do Rio de Janeiro em 1988, foi selecionada como
parente mais proximo e a cepa de referéncia AF226687.2/BR/90, isolada no estado
do Rio de Janeiro em 1990, com menor parentesco. O evento recombinante em
potencial foi detectado pelos métodos RDP e BootScan utilizados pelo RDP3, e os
valores de P obtidos foram de 6.338x10% e 5.750x10, respectivamente (Tabela
5.8; Figuras 5.19 e 5.20). A regido indicada como recombinante abrange os
nucleotideos 8.037 a 8.677 (aa 2.679 - 2.893) dentro do gene codificante para a
proteina NS5. A proteina NS5 corresponde aos aa 2.494 até 3.392. A regido
recombinante sobrepde a regido codificante para a FtsJ metiltransferase (aa 2.548-
2.714) e Flavi_NS5 (aa 2.743-3.386).
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Figura 5.19 Deteccdo de evento de recombinacdo em sequéncia gendmica codificante
completa pelo método RDP. Sequéncia da amostra AF513110.1/BR/2001 apresenta possivel
evento recombinante com AF226687.2/BR/90 sendo 0 parente menor e a amostra 36034/RJ/1988
como parente maior. RDP — valor de P: 6. 338x10%

5.750x10E-06

. 100.000 ||'51 r]r'l | q |r1b A H\ﬂ ﬁ ﬂ(

& somol [|_LILATL Y L (T

E ' ' | || ' |

% 50.0000 [ || H\u[ ' V ' N ‘ |‘ ~ |UL J "' W m\

E 25.0000 | | | Ilf || | || ‘ |l
0.00000 || WH V \ Mi\k LAJ; _JL‘LJMJL :'T :

1 2544 2088 7633
Posicédo no alinhamento

Regido da sequéncia com origem recombinante
36034/BR/RJ/M 98BS - AF226687 .2

— 36034/BR/RJ/M1988 - AF513110 1

— AF2266867.2-AF513110.1

— Corte do bootstrap -70%

Figura 5.20 Deteccdo de evento de recombinacdo em sequéncia gendmica codificante
completa pelo método BootScan. Sequéncia da amostra AF513110.1/BR/2001 apresenta possivel
evento recombinante com AF226687.2/BR/90 sendo o parente menor e a amostra 36034/RJ/1988
como parente maior. BootScan — valor de P: 5. 750x10°%°
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Tabela 5.8 Evento de recombinacdo em potencial determinado por dois métodos
utilizados pelo RDP3.

Método de deteccéo de recombinacao Evento recombinante (valor de P)
RDP 6.338x10™°
BOOTSCAN 5.750x10%
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6 DISCUSSAO

Nos ultimos 27 anos mais de oito milhdes de casos da dengue foram
registrados no Brasil, sendo a doenca um grave problema de saude publica em
diversos estados (Silva Jr., 2013; SVS/MS, 2013) e particularmente no Rio de
Janeiro, que foi a porta de entrada e dispersdo do DENV-1, em 1986 (Nogueira et
al., 1999; 2002). O periodo entre 1986-1987 foi caracterizado por uma epidemia de
dengue classico, embora o isolamento do DENV-1 a partir de um caso fatal tenha
ocorrido (Nogueira et al., 1999) e cinco 6bitos por DENV-1 com envolvimento do
sistema nervoso central tenha sido descrito (Chimelli et al., 1990). A dispersao dos
virus para outros estados é favorecida pela alta densidade populacional e a
frequente movimentacdo de moradores e turistas. Desde a introdu¢cdo do DENV no
Rio de Janeiro em 1986 a vigilancia virologica foi estabelecida para monitorar o
DENV em amostras clinicas.

No final do ano 1989 um aumento da atividade do DENV-1 foi observado
e uma nova epidemia foi reconhecida no estado do Rio de Janeiro. Durante esse
periodo de alta atividade do DENV-1, um novo sorotipo, DENV-2, foi isolado na
cidade de Niteroi, exatamente quatro anos apés o isolamento do DENV-1 (Nogueira
et al.,, 1990). A circulacdo simultanea dos DENV-1 e DENV-2 em 1990-1991
caracterizou uma grande epidemia no estado, com um total de 140 mil casos
reportados (Nogueira et al., 1999). Apés a substituicdo do DENV-1 pelo DENV-2 em
1990, o sorotipo 1 voltou a ser isolado, juntamente com o DENV-2 em uma nova
epidemia durante os anos 1995-1996, com um total de 51.465 casos registrados
(Nogueira et al., 2002). Em 1998, apdés um periodo interepidémico, o DENV-1 foi o
Unico sorotipo isolado nos municipios de Pinheiral, Barra do Pirai, Barra Mansa e
Volta Redonda. A epidemia se dispersou para outras regides do estado incluindo os
municipios de Buzios, Araruama e Iguaba, considerados pontos turisticos da regido
costeira do estado do Rio de Janeiro (Nogueira et al., 1999).

No final do ano 2000 ocorreu o isolamento do DENV-3 no municipio de
Nova lguagu, estado do Rio de Janeiro. Em 2000-2001, os municipios do Rio de
Janeiro e Nova lguacu apresentaram a co-circulagdo dos DENV-1, 2 e 3, enquanto

no municipio de Niterdi ocorreu uma epidemia causada principalmente pelo DENV-1
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(De Simone et al., 2004). No ano seguinte, o DENV-3 foi responsavel pela até entao
epidemia de maior gravidade ocorrida no pais (Nogueira et al., 2005), sendo o
sorotipo predominante até a reemergéncia do DENV-2, em 2007, também no estado
do Rio de Janeiro, que se sobrepbés em gravidade a epidemia de 2002, com
aproximadamente o dobro de 6bitos (SESDEC, 2009).

Em 2009, iniciou um novo ciclo de alta transmissdo do DENV-1 no Brasil,
com o registro de mais de um milh&o de casos provaveis no ano de 2010, com 63%
dos casos nas regides do Centro-Oeste e Sudeste, culminando no maior nimero de
Obitos pela doenca em um Unico ano no pais. Esta epidemia apresentou um padréo
distinto daquele observado nas epidemias de 2002 e 2008. Observou-se uma
grande concentracdo de municipios com alta transmissdo da doenca na Regido
Centro-Oeste e parte da Regido Sudeste. Os estados com maior nimero de casos
registrados foram Minas Gerais (21,1%) e S&o Paulo (20,3%). O estado do Rio de
Janeiro que foi o epicentro das epidemias anteriores e representou apenas 2,9% dos
casos. A principal alteracao na epidemiologia foi a ocorréncia de 6bitos em pacientes
gue apresentavam comorbidades e a incidéncia foi de 538,4 casos por 100 mil
habitantes (Siqueira Junior, 2011).

Com a reemergéncia do DENV-1, foi possivel detectar cepas virais
circulantes diferentes daquelas isoladas no periodo de introducdo deste virus no
pais. Devido a baixa circulagdo do DENV-1 desde a co-circulacdo deste sorotipo
com o DENV-2 e DENV-3 em 2000-2001, adicionado a baixa porcentagem de
identidade dos virus recém-isolados com aqueles da década de 1980, foi sugerido
que os DENV-1 reemergentes nao sofreram evolucdo local, mas foram
provavelmente provenientes de introdu¢des independentes (dos Santos et al., 2011).

A diversidade genética dos DENV tem sido descrita, sendo reconhecidos
gendtipos diferentes dentro de cada sorotipo. Rico-Hesse (1990), a partir da andlise
da juncdo E/NS1 (240 nucleotideos) dos DENV-1 e 2, determinou como genaétipo o
agrupamento que apresentava divergéncia nucleotidica 26%. Posteriormente, a
analise baseada no gene E, realizado também por Rico-Hesse (2003) sugeriu a
classificacdo dos gendtipos para cada um dos sorotipos do DENV.

Além da evidéncia dos genotipos, a identificacdo de linhagens distintas
tem sido relatada para os diferentes sorotipos. A existéncia de multiplas linhagens
parece ser comum tanto nas Américas quanto na Asia. Porém, os mecanismos que

envolvem a substituicdo de linhagens n&o séo totalmente conhecidos (Zhang et al.,
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2005; Carrillo-Valenzo et al., 2010). Estudos tém sido realizados sobre a substituicao
e circulacdo de linhagens para os variados genoétipos dos DENV. Carrilo-Valenzo e
colaboradores (2010) demonstraram através da analise filogenética dos DENV
isolados no Meéxico, que a dinamica evolutiva dos DENV se caracteriza por
frequentes substituicdes de linhagens.

O gendtipo V do DENV-1 tem sido alvo de estudos sobre a co-circulagédo
e substituicdo de linhagens tanto no Brasil quanto em outros paises americanos
(Mendez et al., 2010; dos Santos et al., 2011; Carneiro et al., 2012; Drumond et al.,
2012; Mufoz-Jordan et al., 2013; Afiez & Rios, 2013).

Neste estudo a andlise das 48 sequéncias de DENV-1 revelou que as
amostras representantes dos vinte e cinco anos (1986 a 2011) no Brasil,
correspondentes as linhagens 1la e 1b possuem maior ancestralidade com os DENV-
1 de origem latino-americana e as cepas da linhagem 2 com virus de origem
asidtica. Todas as sequéncias possuem diferencas nucleotidicas, que correspondem
a substituicdes de aa, principalmente no dominio Ill da proteina do envelope. A
alteracdo do aminoacido E,o; tanto na linhagem 2 quanto na linhagem 1b as
diferenciam da linhagem la, mas as mudancas que promovem a maior divergéncia
entre as linhagens sdo aquelas ocorridas no dominio Ill, guando se compara com o
gene do envelope. Mudancas no dominio Il da proteina do envelope podem alterar
na imunogenicidade da particula viral, jA que esta regido possui o papel de ligacéo
do virus aos receptores celulares e é altamente indutor de resposta imunoldgica de
anticorpos neutralizantes (Chen et al., 1996; Drumond et al., 2012). Substituicbes de
aa nas posicdes da proteina do envelope relatadas neste estudo corroboram
observacdes recentes (Carneiro et al., 2012; Drumond et al., 2012). A posicado Eg7
estad localizada entre os dominios | e Ill da proteina E, e tem sido sugerido que
mutacdes nesta regido podem influenciar a patogenicidade dos flavivirus (Carneiro et
al., 2012; Golcalves et al., 2002).

A posicao Esss, localizado no dominio Ill, que compreende os aa 299 ao
397 da proteina E, estd envolvido com a ligagdo do virus a receptores, sendo
responsavel pela determinacdo da especificidade do receptor, tipo de vetor,
hospedeiro e tropismo celular (Carneiro et al., 2012; dos Santos et al. 2002).
Carneiro e colaboradores (2012) descreveram substituicdes de aa na posicdo Esss
em quatro amostras de pacientes com quadro clinico de dengue grave, contudo

neste estudo, substituicbes na posicdo Eszzg foram observadas nas treze cepas
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isoladas de pacientes da linhagem 2, dentre elas sete com quadro clinico de DSSA,
uma de DCSA, e duas de DG que foram a 6ébito. Na linhagem 1la, das 25 cepas
estudadas uma apresentou alteracdo em Essg, classificada como DG, com quadro de
febre, cefaléia, dor retro-orbitraria, exantema, dor abdominal, petéquias,
nauseas/vomitos e choque. Tal mudanca ndo se apresentou nos demais casos
graves e Obitos. Pelo fato de ndo conhecermos a evolucdo da doenca apdés o
recebimento dos espécimes clinicos para o diagnéstico ndo podemos afirmar se a
alteracdo de aa nesta posicao esta relacionada com gravidade da doenca.

Assim como a posicao Ezsg, a Ezgs também esta presente no dominio lll, e
como este dominio esta envolvido na ligacdo com o receptor celular e é alvo
principal de anticorpos neutralizadores do virus em humanos, consequentemente, as
mutacBes nesta regido podem ter consequéncias funcionais importantes (Thai et al.,
2012). As substituicbes em E4zs € E436 €stdo localizadas na regido “stem”, apos o
ectodominio, que esta envolvida na formacdo do homotrimero da proteina E, na
formacao da particula e retencéo intracelular (de Borba et al.,, 2012; Osman et al.,
2009). AlteracBes nas posi¢cdes Eso1, Eaos, Ea0s € Es12, também situadas na regido
“stem”, sdo descritas afetando a montagem dos DENV VLPs (particula virus like),
provavelmente devido a interferéncia com a heterodimerizagéo da prM/E (Lin et al.,
2011). Alteracbes nas posicoes Eigs (M>V) e Ez (T>P) sugeridas como
marcadores de viruléncia (Bordignon et al., 2008) ndo foram verificadas nas 48
amostras estudadas.

Os residuos de aminoacidos nas posicoes Eg7 € Ezzg mudaram de carater
quimico. A treonina em E»g; possui cadeia lateral polar ndo-carregada e ao ser
mudada para uma metionina a proteina passa a ter nesta posicdo um aa apolar. O
mesmo acontece na posicao Essg, quando uma serina é substituida por uma leucina.
Como esses aa ficam em dominios expostos e relacionados com propriedade
antigénica, mudancas deste tipo podem alterar a funcao da proteina (Chen et al.,
1996).

A andlise da sequéncia nucleotidica da regido codificante completa dos
DENV-1 demonstrou que as amostras isoladas recentemente, pertencentes a
linhagem 1b e 2, acumulam um ndmero muito maior de substituicdes n&do sinénimas,
apresentando mudancas de aa em relacdo a amostra de referéncia BR/90. A cepa

AF226687.2/BR/90 foi selecionada como referéncia pois corresponde a um isolado
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do DENV-1 representante do periodo de introducdo do virus no Brasil com genoma
completo sequenciado e disponivel no Genbank.

Trés substituicdes ocorreram na prM, mas destaca-se na posi¢cao prMyg a
Gnica amostra representante da linhagem 2, apresentando uma valina no lugar da
alanina presente nas demais cepas e na cepa BR/90. A presenca do aa valina no
lugar da alanina ja foi descrito por Kukreti et al (2009), ao comparar amostras da
india com outras referéncias globais, sendo a valina presente nesta posicdo em
algumas amostras indianas de 2001 e 2002, da Ilha Reunion 2004 e Singapura 90.
Esta similaridade com estas cepas foi considerada um dos fatores que aproxima a
amostra do estudo com amostras asiaticas e a distancia das amostras americanas.

Destacamos o0s genes E, NS1, NS2A, NS3 e NS5 como 0s genes que
mais apresentaram substituicbes de aminoacidos. Substituicbes em tais genes
podem modificar o comportamento do virus, uma vez que o gene E esta relacionado
com o processo de ligacdo do virus a receptores celulares e a NS1, NS2A, NS3 e
NS5 estédo envolvidas com a replicacéo viral.

Substituicbes nas posicdes NS1lgs e NSlg, identificadas nas duas cepas
da linhagem la do inicio do ano 2000 se localizam imediatamente anterior ao
epitopo linear consenso HKYSWK. Sabendo que a glicoproteina NS1 esta
envolvida nas etapas iniciais da replicacao viral, seria importante determinar se a
diferenca de aa, entre as cepas estudadas, afeta a antigenicidade e atividade
bioldgica da NS1 (dos Santos et al., 2002).

Suzuki e colaboradores (2007) realizaram um teste com DENV-1 NS1
mutante, demostrando que o residuo Y (Tirosina) na posicdo NS1,47, altamente
conservado nos DENV-1, pode ser importante para funcdo da NS1. Esta posicao foi
modificada somente na representante da linhagem 1b, onde a tirosina (Y) foi
substituida por uma fenilalanina (F), sendo conservada nas demais amostras.

Na proteina NS3, posicao 465, foi constatada a presenca do residuo do
aa asparagina nas seis cepas analisadas, diferenciando-as da cepa de referéncia
gue apresenta uma serina, fato ja descrito por dos Santos e colaboradores (2002).
Considerando que duas cepas virais estudadas datam antes da BR/90 e que elas
compartilham o mesmo tipo de aa com cepas de periodos posteriores de isolamento
sugere-se que a mutacdo pontual ocorreu na propria BR/90, ja relatada como uma

possivel descendente de uma cepa ancestral recombinante produzida por permuta
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genética entre cepas da Jamaica (genotipo IV) e Singapura (gendtipo 1) (Holmes et
al., 1999).

Outros estudos mostram que a NS3,09, localizada no subdominio
helicase-1, e NS3435 € NS3480, subdominio helicase-2, sdo relacionadas com
alteracdo na capacidade replicativa e apresentaram neuroviruléncia em
camungondos. O dominio helicase esta envolvido com o inicio da sintese do RNAfs
(-), agindo no desdobramento das estruturas secundérias do RNA fornecendo
acesso a maquinaria de replicacdo (de Borba et al., 2012; dos Santos et al., 2002). A
regido que compreende o dominio helicase engloba os aa 180 a 619 do gene da
proteina NS3. Dentre as amostras estudadas, mudangas em aa situados no
subdominio helicase-2 foram encontradas nas posi¢coes NS33ss, NS3437, NS3465,
NS3474. A amostra da linhagem 2 possui trés destas substituicdes, a NS3437, NS3465
e NS3474 (Tabela 5.4).

As substituicdes ocorridas na NS4B nas duas cepas da linhagem 1b de
2000-01, localizandas nos residuos 34 (R>H) e 90 (I->L) foram as unicas
conservadas. Esta proteina mantém fortes interagbes com a NS1, estando
associada com a replicacao viral (Lindenbach et al., 2007). Embora varios estudos
analisando genoma completo apontem alteracdes nesta regido, pouco se discute a
respeito do significado destas mudancas.

Substituicbes na proteina NS5 podem afetar diretamente a replicacédo
viral, uma vez que a mesma atua como RNA polimerase RNA-dependente, e junto
com a NS3 pode atuar estimulando ambas atividade da NS3 de NTPase e RTPase
(Lindenbach et al., 2007). Mudancas nucleotidicas que geram trocas de aa vém
sendo descritas para este gene. Mudancas descritas nas posicées 114, 629, 635 e
784 da proteina NS5 foram encontradas entre as amostras analisadas. Demais
trocas de aa foram identificadas, porém estas quatro substituicbes foram
conservadas em pelo menos duas amostras do grupo. Tal padrdo foi mostrado por
dos Santos et al. (2002), analisando cepas brasileiras. A substituicdo do residuo
valina por isoleucina na NS5;14 € isoleucina por valina em NS5vg4 foram prevalentes
nas cepas estudadas, diferente da cepa BR/90. As duas cepas da linhagem la do
ano de 2000-2001 compartilharam substituicdes de aa nas posi¢cdes NS5¢9 (L2F) €
NSb5e35 (T2S), as quais ndo foram detectadas nas demais cepas. Embora tenham
sido observadas varias substituicdes de aa entre as amostras estudadas, ndo foram

identificadas mudancas de carater bioquimico. A presenca de aa de mesma classe
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bioquimica pode estar relacionada com a importéancia da conservacdo deste gene
para o virus, suportando e mantendo somente substituicdes sindbnimas.

As matrizes de identidade e divergéncia nucleotidica e de aa demonstram
0 quédo similar as sequéncias sdo entre 0os grupos. A partir desta analise pudemos
concluir que as linhagens 1a e 1b sdo mais similares do que quando comparado
com a linhagem 2. O que era esperado, uma vez que as mesmas se distribuem
filogeneticamente em ramos distintos na arvore filogenética com suporte aceitavel,
acima de 75% (Figura 5.8). A linhagem 2, representada pela cepa
242 2010/RJ/2010 demonstrou uma grande similaridade com amostra de origem
asidtica. O gene E desta amostra apresenta um numero maior de substituicdes do
dominio Ill, como previamente citado, permitindo a sua separacdo do grupo da
linhagem 1. Porém, estas substituicbes ndo foram as Unicas responsaveis pela
segregacao desta cepa. A partir da analise das arvores filogenéticas construidas foi
possivel verificar a separacao desta amostra em relacdo a linhagem 1 com suporte
acima de 75%, com excecao dos genes C e NS4A (Figuras 5.9 - 5.16).

Observando as substituicbes encontradas ao longo do genoma foi
verificado que o gene C se manteve conservado entre as amostras da linhagem la e
1b, apresentando duas substituicbes na linhagem 2. Através da analise filogenética
este gene foi o Unico que ndo permitiu a genotipagem das amostras estudadas,
apresentando suporte de bootstrap insuficiente na base de todos os ramos
segregados (<75%). Isso pode estar relacionado a conservacdo deste segmento
génico entre os DENV, uma vez que o capsideo viral, por ndo ficar exposto ao
ambiente externo, sofre menor pressdo seletiva e consequentemente menor
divergéncia nucleotidica.

A diferenciacdo das amostras em linhagem 1la, 1b e 2 s6 foi obtida
através da analise do gene E ou da regido codificante completa, e 0 mesmo padrao
de agrupamento foi mantido pela andlise do dominio Il da proteina E, sustentando o
fato de tais alteracdes estarem associadas a divisdo das linhagens.

Estudos tem revelado a recombinagéo nas cepas de DENV-1 (Tolou et al.,
2001; Aaskov et al.,, 2007; Carvalho et al., 2010), contudo ndo encontramos
evidéncia de recombinacdo entre o gene E das 48 cepas e nem no genoma
codificante completo das seis cepas selecionadas. Porém, como descrito, uma
amostra com sequéncia codificante completa foi identificada como parente mais

proximo da cepa AF513110.1/BR/2001, selecionada com possivel evento de
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recombinacdo. O sequenciamento completo de um numero maior de amostras
podera auxiliar no achado de um evento recombinante.

A evidéncia do evento recombinante em potencial esta relacionada com o
valor de P resultante dos métodos utilizados pelo programa RDP3, que indica a
probabilidade aproximada dos sinais de recombinacdo detectados terem sido
gerados por evolugdo convergente, em vez de a troca de sequéncias entre 0s
genomas, sendo o valor £10™ indicativo de possivel recombinacdo (Carvalho et al.,
2010).

A existéncia de cepas circulantes com padrdo molecular correspondente
as linhagens 1b e 2 demonstram que linhagens distintas podem co-circular em uma
mesma localidade. A demonstracdo de casos brandos, graves e fatais em ambas as
linhagens também pode ser um indicador de que as duas séo igualmente capazes
de provocar infeccBes brandas ou graves, ndo exibindo uma seletividade em relacéo
a gravidade da doenca (Tabela 5.1).

O isolamento recente de amostras pertencentes as linhagens 1b e 2, e
ndo mais a la nos permite dizer que esta linhagem foi substituida ao longo das
altimas duas décadas. Devido ao curto espaco de tempo para ocorrer evolucao local
a partir das amostras introduzidas na década de 1980, sugerimos que as duas
linhagens circulantes foram originarias de introducfes independentes no pais. A alta
similaridade entre a linhagem l1la e 1b sugere que esta ultima foi derivada de uma
cepa com mutacdes que por selecao se sobrepds a anterior. Porém, se analisarmos
a distribuicdo temporal das amostras nas diversas Regides do pais representadas, €
possivel observar que no inicio dos anos 2000, quando ainda havia deteccdo das
cepas da linhagem 1a, amostras isoladas no nordeste e uma do nosso estudo
proveniente do estado do Espirito Santo (Regido Sudeste), caracterizadas
filogeneticamente como linhagem 2, ja estavam circulando. Mas, somente a partir
do ano de 2010 foi possivel identificar cepas que eram semelhantes a linhagem 1,
porém com padrdo nucleotidico distinto que ocasionou um agrupamento das cepas
na grupo chamado linhagem 1b, sugerido neste trabalho.

Ainda néo esta claro se a epidemia explosiva ocorrida no Brasil em 2009
e 2010, causada principalmente por DENV-1 foi devido a circulacdo de linhagens. A
susceptibilidade da populacéo a esse sorotipo, que nao circulava intensamente por
quase uma década, e a ocorréncia de infec¢cdes secundarias em um pais

hiperendémico podem também desempenhar um papel importante na epidemiologia
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da doenca. Neste contexto, 0 monitoramento do DENV é de grande relevancia para
observar a propagacéo de cepas potencialmente virulentas, assim como para avaliar
0 seu impacto sobre a populagdo durante um surto. Devido a geografia do Brasil e
epidemiologia da dengue, juntamente ao fato do pais possuir regides turisticas, o
sequenciamento completo ou parcial (gene E) de virus pertencentes a cada
linhagem identificada, se faz necessério para melhor caracterizar esses eventos de

substituicdes e introducdes de possiveis genoétipos e linhagens no pais.
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CONCLUSOES

A andlise filogenética das cepas de DENV-1 baseada na sequéncia nucleotidica
do gene E ou regido codificante completa confirmou a circulagcdo do genotipo V

(América/Africa) no pais;

A caracterizacdo molecular do gene E demonstrou que uma Unica substituicéo
conservada no dominio | da proteina na posicdo E.g; € capaz de diferenciar as
amostras da linhagem 1a das linhagens 1b e 2, e que alteragbes de aminoacidos
nas posicoes Esss, Ezas, Es2s € Es3s SA0 responsaveis pela separacdo entre as
linhagens 1b e 2;

A andlise filogenética baseada no segmento nucleotidico correspondente ao
dominio Ill do gene E foi suficiente para diferenciar as distintas linhagens de
DENV-1;

A andlise filogenética baseada nas sequéncias nucleotidicas dos genes que
codificam para as proteinas estruturais e ndo estruturais podem ser utilizadas
para realizacdo da genotipagem dos DENV-1, com excec¢do do gene C, porém
somente o gene E ou genoma codificante completo permite a discriminacdo das

linhagens;
A linhagem 1b possui alta similaridade com amostras de origem americana,
assim como a linhagem l1a, enquanto as amostras da linhagem 2, possui maior

relacéo filogenética com as cepas de origem asiatica;

A circulacdo de mudltiplas linhagens no pais nos 25 anos de circulacdo foi
evidenciada, havendo substituicéo e co-circulacdo ao longo do tempo;

Sugere-se que as linhagens circulantes atuais no Brasil representam introducdes

independentes;
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N&o foi possivel detectar eventos de recombinacao entre as cepas deste estudo,
porém, a cepa 36034/RJ/1988 pertencente a linhagem 1la foi identificada como
parente mais proximo da cepa de referéncia AF513110.1/BR/2001,

potenciamente recombinante.
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8 PERSPECTIVAS

e Realizar o sequenciamento das regides néo codificantes das cepas de DENV-1
estudadas, a fim de verificar possiveis mudangas nucleotidicas que poderiam
estar envolvidas em alteragdo conformacional das regides 5NC e 3'NC,

envolvidas no processo de replicagéo viral,
e Analisar o processo de evolucdo das cepas de DENV-1 representantes das
linhagens identificadas no Brasil durante os 25 anos de circulacdo, buscando

entender a origem e disperséo das variantes no pais ao longo do tempo;

e |dentificar a variagdo viral intra-hospedeiro de cada linhagem dos DENV-1

isolados, verificando a prevaléncia destas variantes virais por deep sequencing.
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10 ANEXO

10.1Nome e abreviatura dos aminoacidos

Aminoé&cido Abreviatura de trés letras  Abreviatura de uma letra Cadeia lateral
Acido aspartico Asp D Acida
Acido glutamico Glu E Acida
Alanina Ala A Apolar
Cisteina Cys C Apolar
Fenilalanina Phe F Apolar
Glicina Gly G Apolar
Isoleucina lle I Apolar
Leucina Leu L Apolar
Metionina Met M Apolar
Valina Val \Y Apolar
Triptofano Trp W Apolar
Prolina Pro P Apolar
Histidina His H Bésica
Lisina Lys K Basica
Arginina Arg R Basica
Asparagina Asn N Polar ndo-carregada
Glutamina GIn Q Polar ndo-carregada
Serina Ser S Polar ndo-carregada
Treonina Thr T Polar ndo-carregada
Tirosina Tyr Y Polar ndo-carregada

Fonte: Alberts et al., 2010.

10.2 Matriz de porcentagem da identidade nucleotidica e de

aminoacidos baseada no gene E das linhagens dos DENV-1.

Legenda:

Quadrante superior acima da diagonal: porcentagem de aminodacidos; quadrante inferior abaixo da
diagonal (em negrito): porcentagem de nucleotideo. Porcentagem de identidade de nucleotideos e
aminoacidos foi determinada por BioEdit (http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.htmL).

Amostras: 1 a 4 (linhagem 1a), 5 (linhagem 2), 6 (linhagem 1b), 7 (Genétipo | — Asia), 8 (Gendtipo 11l —
Malésia), 9 (Genotipo IV — Pacifico Sul), 10 (Gendtipo V — América/Africa).
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%1'Z6
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HE'LE
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11 APENDICE

Durante o periodo de atividades desenvolvidas no Laboratério de Flavivirus
participei de estudos sobre vigilancia, caracterizacdo molecular e filogenia dos
DENV.

11.1 First report of multiple lineages of dengue viruses type 1 in Rio de
Janeiro, Brazil (publicado em Virol J. 2011 Aug 3;8:387).

11.2 Dengue virus type 4in Niter6i, Rio de Janeiro: the role of molecular
techniques in laboratory diagnosis and entomological surveillance
(publicado em Mem Inst Oswaldo Cruz. 2012 Nov;107(7):940-5).

11.3 Genetic variation in the 3' untranslated region of dengue virus serotype 3
strains isolated from mosquitoes and humans in Brazil (publicado em
Virol J. 2013 Jan 2;10:3).

11.4Twenty years of DENV-2 activity in Brazil: molecular characterization and
phylogeny of strains isolated from 1990 to 2010 (publicado em PL0oS Negl
Trop Dis. 2013;7(3):e2095).
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VIROLOGY JOURNAL

SHORT REPORT Open Access

First report of multiple lineages of dengue viruses
type 1 in Rio de Janeiro, Brazil

Flavia B dos Santos', Fernanda B Nogueira', Marcia G Castro?, Priscila CG Nunes', Ana Maria B de Filippis',
Nieli RC Faria', Jaqueline BS Simdes', Simone A Sampaio', Clarice R Santos’ and Rita Maria R Nogueira'

Abstract

Background: In Brazil dengue has been a major public health problem since DENV-1 introduction and spread in
1986. After a low or silent co-circulation, DENV-1 re-emerged in 2009 causing a major epidemic in the country in
2010 and 2011. In this study, the phylogeny of DENV-1 strains isolated in RJ after its first introduction in 1986 and
after its emergence in 2009 and 2010 was performed in order to document possible evolutionary patterns or
introductions in a re-emergent virus.

Findings: The analysis of the E gene sequences demonstrated that DENV-1 isolated during 2009/2010 still belong
to genotype V (Americas/Africa) but grouping in a distinct clade (lineage Il) of that represented by earlier DENV-1
(lineage 1). However, strains isolated in 2011 grouped together forming another distinct clade (lineage Ill).

Conclusions: The monitoring of DENV is important to observe the spread of potentially virulent strains as well to
evaluate its impact over the population during an outbreak. Whether explosive epidemics reported in Brazil caused
mainly by DENV-1 was due to lineage replacement, or due the population susceptibility to this serotype which has

not circulated for almost a decade or even due to the occurrence of secondary infections in a hyperendemic
country, is not clear. This is the first report of multiple lineages of DENV-1 detected in Brazil.

Keywords: Dengue virus type 1, multiple lineages, phylogeny, Rio de Janeiro

Findings

Dengue viruses (DENV) are the most important human
arboviruses worldwide, transmitted by mosquitoes of the
genus Aedes and currently it is estimated that 70 to 500
million dengue infections occur annually in 124 endemic
countries. Nearly 3.6 billion people (55% of world popu-
lation) are at risk of contracting the disease [1]. The
rapid global spread of the four DENV serotypes (DENV-
1 to 4) in the last 50 years resulted in the dispersal of
genotypes associated with increased severity [2].

In Brazil, the State of Rio de Janeiro (R]), in the
Southeast region (Figure 1A) has been important to the
epidemiology of dengue, with the introduction of
DENV-1 in 1986, DENV-2 in 1990 and DENV-3 in
2000 [3]. The latter was prevalent in the majority of
Brazilian States from 2002 to 2006 and, from 2007 to
2009 this serotype was displaced by DENV-2. In 2008,

* Correspondence: flaviab@ioc fiocruzbr
'Laboratério de Flavivirus, Oswaldo Cruz Institute, Rio de Janeiro, Brazil
Full list of author information is available at the end of the article

( ) BioMed Central

the Southeast and the Northeast regions were responsi-
ble for approximately 80% of the cases reported in the
most severe epidemic in the country, where DENV-2
and DENV-3 were detected in 96.4% of the cases iso-
lated. After a low or silent circulation, DENV-1 re-
emerged in the Southeast region in 2009 (Figure 1B)
and it was the serotype detected in 50.4% of the viral
isolations, displacing DENV-2 (30.5%) and DENV-3
(19.1%) [4].

DENV-1 falls into five distinct genotypes designated as
genotype I (Southeast Asia, China and East Africa), gen-
otype II (Thailand), genotype III (Malaysia), genotype IV
(South Pacific) and genotype V (America/Africa) and
the existence of lineages with distinct geographic and
temporal relationships have been suggested [5,6]. More-
over, lineage turnover or replacements have become
more frequently common in phylogenetic studies. The
term “lineage” has been used non- officially to charac-
terize those viruses clustered in clades in a taxonomic

level beneath genotype [7].

© 2011 dos Santes et al; licensee BioMed Central Ltd. This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative
Commons Attribution License (http://creativecommons org/licenses/by/20), which permits unrestricted use, distribution, and
reproduction in any medium, provided the original wark is properly cited
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Figure 1 DENV-1 re-emergence in Brazil. (A): Brazil's five geographical regions: North, Northeast, Midwest, Southeast and South. In gray, Rio de
Janeiro’s localization. (B): Dengue viruses (DENV) serotypes replacements and DENV-1 emergence in Brazil, by region from 2007 to 2010. (C):
Neighbor-joining phylogenetic of ten complete envelope (E) gene sequences from DENV-1 isolated during two periods epidemiologically
distinct: 1986 (n = 2) when the serotype was first introduced and after its emergence in 2009-2011 (n = 8). The percentage of replicate trees in
which the associated taxa clustered together in the bootstrap test (1000 replicates) is shown next to the branches. Black circles represent DENV-1
sequences generated in this study. DENV strains used were named as follows: GenBank accession number/country/year.
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In this study, the phylogeny of DENV-1 strains iso-
lated in RJ after its first introduction in 1986 and after
its emergence in 2009 and 2010 was performed in order
to document possible evolutionary patterns or introduc-
tions in a re-emergent virus. Phylogenetic studies may
constitute an important tool to monitor the introduction
and spread of viruses as well as to predict the potential
epidemiological consequences of such events.

The strains analyzed in this study belong to a collec-
tion obtained from acute phase human serum through
the passive surveillance system performed by the
Laboratory of Flavivirus, IOC/FIOCRUZ, Rio de Janeiro,
Brazil, from an ongoing Project approved by resolution
number CSN196/96 from the Oswaldo Cruz Foundation
Ethical Committee in Research (CEP 274/05), Ministry

of Health-Brazil. To avoid mutations introduced by in
vitro passages of the virus in cell cultures we used
DENV-1 strains (7 = 10; from 1986 [n = 2], 2009 [n =
3], 2010 [n = 4] and 2011 [n# = 1]) extracted directly
from serum previously detected by RT-PCR or originally
isolated from cell culture when serum did not yield
enough volume for RNA extraction.

DENV-1 isolation was performed by inoculation into
C6/36 Aedes albopictus cell line [8] and isolates were
identified by indirect fluorescent antibody test (IFAT)
using serotype-specific monoclonal antibodies [9]. RT—
PCR for detecting and typing DENV from serum was
performed as described previously [10]. For RT-PCR
and sequencing the viral RNA was extracted from
infected cell culture supernatant or directly from the
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patients serum using QIAamp Viral RNA Mini kit (Qia-
gen) following the manufacturer’s instructions and
stored at -70°C for DENV typing and sequencing.

The sequencing reaction was performed by reverse
transcription using 5 pL of extracted RNA in 25 pL of
AccessQuick™ RT-PCR System (Promega Corporation)
and specific oligonucleotides primers which sequences
can be provided upon request, to amplify the C/prM/M/
E region of 2,325 bp. Amplification was conducted
using a Model 9700 thermal cycler (Applied Biosys-
tems). PCR products were purified from using QIAquick
Gel extraction Kit or QIAquick PCR purification Kit
(Qiagen) and used as template for cycle sequencing.
Sequencing reactions were performed as recommended
in the BigDye Dideoxy Terminator sequencing kit
(Applied Biosystems) and the products were analyzed
using an automated 3130 DNA Sequencer (Applied Bio-
systems). Sequences for the complete E gene (1,485
nucleotides) were deposited in GenBank (http://www.
ncbinlm.nih.gov).

The sequences multiple alignment was performed
using CLUSTAL W (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/) and
the phylogenetic analysis by MEGA 4 software (http://
www.megasoftware.net), using the “Neighbor-joining”
method, according to the Tamura-Nei model, with a
bootstrap of 1,000 replications. Strains representative
from the five genotypes available in Genbank (http://
www.ncbinlm.nih.gov) were used for the comparison,
DENV-2, DENV-3 and DENV-4 strains were used as
outgroup to root the trees.

The results based on the analysis of the E gene
sequences have demonstrated that the DENV-1 strains
isolated during 2009/2010 in R] and one isolated in the
State of Espirito Santo (ES) used for comparison purposes,
still belong to genotype V (America/Africa) previously
detected in the country, but grouping into a distinct clade
(lineage II) of that represented by earlier Brazilian DENV-
1 strains (lineage I) with a strong bootstrap support. In

Page 3 of 4

fact, the re-emergent DENV-1 was more closely related to
strains isolated in Singapore in 1990 and in 2005, suggest-
ing a probable Asian origin. However, one strain isolated
in 2010 (15/BR/MS/2010) from a R] resident who traveled
to Mato Grosso do Sul (MS), Midwest region and one
strain recently isolated in 2011 in R] (0122/BR/R]J/2011)
grouped together forming another distinct clade (lineage
I11), grouping with strains isolated in 2007 and 2008 in
Colombia, Venezuela and Mexico, suggesting a Latin
American origin for those strains (Figure 1C).

In spite of the continuous low circulation in the coun-
try, the low percentage of identity of the newly isolated
viruses with those strains first introduced in the 80’s
suggest that the re-emergent DENV-1 did not evolved
locally but occurred probably due to new lineages intro-
ductions in the country (Table 1). The analysis based on
the E gene sequences from DENV-1 strains isolated in
the Northern region of Brazil from 2000 to 2008 avail-
able on GenBank support the idea that those viruses
could have been introduced earlier and their low or
silent circulation could be due to the prevalent DENV-
3/DENV-2 circulation during that time (unpublished
data). The circulation of more than one DENV-1 “line-
age” has been described in Asia [6] and in the Americas
[7]. A previous study by Carrillo-Valenzo [11] recently
reported multiple viral lineages introductions for each
DENV serotype in Mexico with frequent lineage replace-
ments. In fact, lineage replacements appear to be a more
common observation than long term lineage persistence
[12].

Lineage replacement occurs when an entire clade of
viruses that has persisted in a particular locality for a
period of time is not evident on a subsequent sampling,
indicating that it has dropped dramatically in frequency,
even experiencing extinction, and sometimes replaced
by a new clade of viruses [13]. Despite this, the evolu-
tionary processes controlling these events are not fully
understood. Recently, it has been suggested that despite

Table 1 Sequences identity between Brazilian DENV-1 based on the E gene analysis (1,485 nucleotides)

DENV-1 Strains  55/2009" 1435/2009 1433/2009 15/2010 19/2010 20/2010 188/2010 0122/2011 31768/1986 31807/1986
55/2009 - 99,6° 996 958 998 99,8 998 95,6 96,8 96,9
1435/2009 99,7 - 1000 95,6 99,7 99,7 99,7 95,4 96,6 96,7
1433/2009 99,7 100 - 956 99,7 99,7 997 954 96,6 96,7
15/2010 99,1 98,9 98,9 - 958 95,8 358 994 98,1 98,1
19/2010 100 99,7 99,7 99,1 100 100 95,6 96,8 96,9
20/2010 100 99,7 99,7 99,1 100 - 100 95,6 96,8 96,9
188/2010 100 99,7 99,7 99,1 100 100 - 95,6 96,8 96,9
0122/2011 98,9 98,9 98,9 99,7 98,9 98,9 98,9% - 97,7 97,7
31768/1986 99,1 98,9 98,9 99,5 99,1 99,1 99,1% 99,3 - 99,6
31807/1986 98,9 98,7 98,7 99,3 98,9 98,9 98,9% 99,1 99,7 -

% Brazilian strains analyzed in this study. Strain name followed by year of isolation; ®: percentage of nudeotide identity as determined by BioEdit (http://www.

mbio.nesu.edu/bioedit/bicedit html); % percentage of amino acid identity (bold).
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the endemicity of a particular serotype in a specific geo-
graphic region for a long period, different viral clades
may be involved in that period [14]. It is known that the
introduction of new DENV serotypes/genotypes/lineages
is a major risk factor for dengue epidemics. In 2009/
2010, 1,471,390 dengue fever (DF) suspected cases and
665 deaths were reported in Brazil, with DENV-1 caus-
ing epidemics in most states [4,15]

It is not clear whether the explosive epidemic reported
in Brazil during 2009 and 2010 caused mainly by
DENV-1 was due to this lineage replacement. The
population susceptibility to this serotype which has not
circulated for almost a decade and the occurrence of
secondary infections in a hyperendemic country may
also have played an important role in the disease epide-
miology,. In this scenario, the monitoring of DENV is of
great relevance to observe the spread of potentially viru-
lent strains as well to evaluate its impact over the popu-
lation during an outbreak.

Due to the Brazil's geography and dengue epidemiol-
ogy, along with the fact the country has important tour-
ist regions, a larger sampling analysis is suggested to
better characterize those replacement events and lineage
introductions in the country.
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Dengue virus type 4 in Niterdi, Rio de Janeiro: the role of molecular
techniques in laboratory diagnosis and entomological surveillance

Marcia Goncalves de Castro', Rita Maria Ribeiro Nogueira?, Ana Maria Bispo de Filippis?,
Anielly Alves Ferreira', Monique da Rocha Queiroz Lima?, Nieli Rodrigues da Costa Faria®,
Fernanda de Bruycker Nogueira?, Jaqueline Bastos Santos Simoes?, Priscila Conrado Guerra Nunes?,
Simone Alves Sampaio?, Ricardo Lourenco-de-Oliveira', Flavia Barreto dos Santos?/*
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In Niterdi, state of Rio de Janeiro, dengue virus tvpe 4 (DENV-4) was isolated for the first time in March 2011.
We analysed the laboratory findings of the first cases and evaluated the use of molecular rechnigues for the detection
of DENT-4 in Aedes aegypti that were field-caught. Conventional reverse transcriptase-polvimerase chain reaction
(RT-PCR) and Simplexa™ Dengue real-time RT-PCR confirmed DENV-4 infection in all cases. Additionally, DENV-
4 was confirmed in a female Ae. aegypti with 1.08 x 1(F copies/mL of virus, as determined by quantitative real-time
RI-PCR. This is the first time the Simplexa™ Dengue real-time assay has been used for the classification of cases
of infection and for entomological investigations. The use of these molecular techniques was shown to be important
Jfor the surveillance of dengue in humans and vectors.

Key words: dengue virus type 4 - dedes aegypti - RT-PCR - real-time RT-PCR - Simplexa™ Dengue real-time RT-PCR

Dengue is widespread in the tropical and sub-tropi-
cal areas of Asia, Africa and the Americas and the trans-
mission of the virus is primarily associated with 4edes
aegypti. In Brazil. a dengue outbreak that was caused by
dengue virus (DENV) type 1 and DENV-4 was reported
in 1981-1982 in a city in the Amazon Region (Osanai et
al. 1983). However, it was only after DENV-1 was intro-
duced in Rio de Janeiro (RJ) in 1986 (Schatzmayr et al.
1986) that the disease became a nationwide public health
problem. Additionally, a virological and entomological
program was established to monitor DENV in human
sera and vectors in 1986 (Nogueira et al. 1988, 1999,
Lourenco-de-Oliveira et al. 2002). RJ has assumed an
important role in the epidemiology of dengue, with the
first case of DENV-2 identified in 1990 (Nogueira et al.
1993) and the first case of DENV-3 identified in 2000
(Nogueira et al. 2001).

DENV-4 was reintroduced into Brazil in 2010 in the
municipalities of Boa Vista and Canta. state of Roraima
(RR) (Tempordo et al. 2011). The virus then spread to the
different regions of Brazil. Cases of infection have been
identified in northern. northeastern and southeastern Bra-
zil (MS/SVS 2011). Sequencing of the viral isolate genom-
es revealed that the DEN'V-4 Brazilian strains belonged to
genotype II (de Sousa et al. 2011). In RJ. the first DENV-4
cases that were detected occurred in the Cafuba neigh-
bourhood. Cafuba is located in the oceanic region of the
municipality of Niterdi which is located in the metropoli-
tan region of RJ, Brazil (Nogueira & Eppinghaus 2011).

Financial support: CNPq, CAPES, FIOCRUZ, FIOCRUZ/PAPES
V, FAPERJ

+ Corresponding author: flaviab@ioc fiocruz.br
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The entomological surveillance of DENV in adult
and immature mosquito stages is an important tool for
the early prediction of dengue epidemics. Additionally.
the virological surveillance of field-caught dengue vec-
tors using molecular techniques. such as conventional
reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-
PCR). has been useful for the rapid detection of dengue
outbreaks in endemic regions and/or for the detection of
the introduction of novel DENV variants (Chow et al.
1998. Pinheiro et al. 2005, Mendez et al. 2006. Chen et
al. 2010, Guedes et al. 2010).

In this study. we aimed to characterise the first DEN'V-
4 cases and demonstrate the role of rapid molecular
techniques. such as conventional RT-PCR and real-time
RT-PCR. in the entomological surveillance of the newly
introduced DENV-4 variant in vector populations from
Niteroi after it was 1solated from humans. Furthermore.
we evaluated a real-time PCR commercial kit that has
recently become available for the detection and typing of
DENYV in serum samples and mosquito macerates.

Human serum samples were obtained during a surveil-
lance program of the Laboratory of Flavivirus, Oswaldo
Cruz Institute, Oswaldo Cruz Foundation (Fiocruz), RT.
This program was an on-going project that was approved
by the Fiocruz Ethical Committee in Research (CEP
274/05, resolution CSN196/96). Ministry of Health.

The investigation of DENV-4 cases was performed
during the RI DENV-1 epidemic in 2011. The first two
confirmed cases were two sisters who lived in the Ca-
fuba neighbourhood of Niterdi. Both experienced an
onset of symptoms on March 6 2011 (Nogueira & Ep-
pinghaus 2011). We investigated nine other suspected
cases of individuals who experienced an onset of symp-
toms from March 23 2011-April 11 2011 and who lived
in Cafubd. Sdo Francisco, Sdo Domingos and Engenho
do Mato (Fig. 1A).
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Fig. 1: dengue virus type 4 (DENV-4) introduction 1n Niteros, state of
Rio de Janeiro, Brazil, 2011. A: Niterdi neighbourhoods with DENV-
4 confirmed cases. Dates shown are DENV-4 confirmed cases in the
different neighbourhoods; B: entomological surveillance in the Sdo
Domingos neighbourhood. White crosses represent the four collec-
tion sites within an area with confirmed DENV-4.

Ae. aegypti adult mosquitoes were collected at nine
residential and non-residential sites (Sdo Domingos)
where DENV-4 human cases had been confirmed. The
collection of the mosquitoes was performed at four sites
(Fig. 1B) on May 4 2011. using battery-operated aspira-
tors. Mosquitoes were anaesthetised at 4°C, identified.
sexed and stored in liquid nitrogen on the same day of
collection. Seventy-two Ade. aegypti (33 females and 39
males) adult mosquitoes were collected. Of these mos-
quitoes, 47 (18 females and 29 males) were collected
from a single site in a village-like residential area (site
#1) that was comprised of six houses. Ae. aegypti were
individually macerated in 1 mL of Leibovitz L-15 me-
dium (Sigma) with antibiotics (penicillin-streptomycin.
10.000 units; Invitrogen) and centrifuged (6,000 rpm at
4°C for 30 min). The supernatant was then transferred
to an Eppendorf tube that contained 100 mL of strepto-
mycin/fungizone and penicillin. The tube was kept in
an ice bath for 1 h and centrifuged (3,000 rpm at 4°C for
15 min). The supernatant was then transferred to an Ep-
pendorf tube that contained 0.3 mL of foetal calf serum
(Invitrogen) and frozen (-70°C).

Virus isolation was performed by inoculating the
C6/36 Aedes albopictus cell line (Igarashi 1978) and the
viral isolates were identified by an indirect fluorescent
antibody test using serotype-specific monoclonal an-
tibodies (Gubler et al. 1984). Infected supernatant was
clarified by centrifugation and the virus stocks were
stored in 1-mL aliquots at -70°C until use.

Viral RNA was directly extracted from mosquito mac-
erates using the QIAamp Viral RNA Mini kit (Qiagen) ac-
cording to the manufacturer’s instructions. The RNA was
stored at -70°C for DENV detection and genotyping.

RT-PCR for the detection and genotyping of DENV
was performed as described previously (Lanciotti et al.
1992). DNA products of a size unique to DENV-4 (392
bp) were amplified and then analysed by agarose gel
electrophoresis and ethidium bromide staining.

For the quantification of the virus. the RNA that
was isolated from the individually macerated Ae. ae-
gypli mosquitoes was subjected to a quantitative real-
time RT-PCR according to the protocol described by
Drosten et al. (2002).

Simplexa™ Dengue real-time RI-PCR - For the qual-
itative detection and typing of the viral isolates, the RNA
from individually macerated de. aegypti mosquitoes was
subjected to the Simplexa™ Dengue real-time RT-PCR
assay (Focus Diagnostics, Cypress. CA) according to the
manufacturer’s protocol. The assay uses the 3M Integrat-
ed Cycler mstrument for the in vitro detection and geno-
typing of DENV-1 through DENV-4. The assay is based
on a real-time RT-PCR that detects DENV-1 and DENV-
4 in one reaction and detects DENV-2 and DENV-3 1n
a separate reaction. The assay uses bi-functional fluo-
rescent primer-probes and reverse primers for the fol-
lowing specific regions of DENV: DENV-1 (NS3 gene),
DENV-2 (NS3 gene), DENV-3 (NS5 gene) and DENV-4
(capsid gene). An internal RNA control is used to moni-
tor the efficiency of the extraction process and to detect
RT-PCR inhibition. In real-time RT-PCR, a positive re-
action is detected by the accumulation of a fluorescent
signal. The cycle threshold (Ct) is defined as the number
of cycles that are required for the fluorescent signal to
cross a particular threshold exceeding the background
level. Ct values are inversely proportional to the amount
of target nucleic acid present in the sample. Therefore,
the lower Ct value, the greater the amount of target nu-
cleic acid that is present in the sample. The Simplexa™
Dengue real-time RT-PCR assay stipulates 40 cycles of
amplification. The Simplexa™ Dengue kits from Focus
Diagnostics were kindly provided for the evaluation. The
evaluation was performed for research purposes only and
the authors have no competing financial interests.

Anti-dengue IgM antibodies in human serum were
measured using the commercially available Panbio Den-
gue IgM capture ELISA. The results were classified as
positive, negative or equivocal according to the manu-
facturer’s instructions.

For the NSI1 antigen capture, two commercial Kits
were used for the analysis of human serum and mac-
erates. The Platelia™ Dengue NSI Ag ELISA (Biorad
Laboratories. Marnes-La-Coquette. France) 1s a one-
step, sandwich format microplate enzyme immunoassay
that is used to detect the DENV NSI antigen in human
serum or plasma. The Dengue NS1 Ag STRIP (Biorad
Laboratories, Marnes-La-Coquette, France) is an im-
munochromatographic test for the rapid detection of the
NSI antigen. This assay was performed according to the
manufacturer’s protocol.

During March and April 2011, a total of 11 DENV-4
cases were confirmed using the following routine labo-
ratory diagnostic techniques: MAC-ELISA, NS1 capture
ELISA and rapid test. virus isolation and conventional
RT-PCR. Two of the first cases were previously analy-
sed, both consisting of individuals who experienced an
onset of symptoms on March 6 2011 (Nogueira & Ep-
pinghaus 2011). Three of the other cases occurred in the
same neighbourhood as the first cases (Cafuba), three
cases occurred in Sdo Domingos, two in Sdo Francisco
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and one occurred in Engenho do Mato (Fig. 1A). The
age of the patients ranged from 14-46 years (mean + 24.7
years). Six patients were male and three were female. All
patients had acute infections (up to 4 days of infection)
and two of the nine patients (22.2%) were positive by
MAC-ELISA. The isolation of virus was possible in five
out of nine patients (55.5%) and all patients were positive
by conventional RT-PCR. Four patients (44.4%) were
positive when analysed by both the NS1 capture ELISA
and the NS1 Ag Strip test. We further analysed all cases
using the Simplexa™ Dengue real-time RT-PCR assay
and all of the cases (9/9) were confirmed as DENV-4
using this method (Table). Ct values that were obtained
from the DENV-4 human samples ranged from 16.8-35.1
(mean = 25.0) (Fig. 2).

Because of the establishment of a sentinel network
for DENV surveillance. which includes blood collections
from febrile cases for virus detection. in 1986 in Niteroi,
it was possible to detect the introduction of DENV-2
and DENV-4 into the human population early, in 1990
and 2011, respectively (Nogueira et al. 1990, Nogueira
& Epppinhaus 2011). Immediately after DENV-4 was
isolated, an intensive study was conducted to monitor
the distribution of the virus. Nine other DENV-4 cases
from the neighbourhoods of Cafubd, Sao Francisco, Sdo
Domingos and Engenho do Mato were confirmed by
laboratory analysis (Fig. 1A).

The development of conventional RT-PCR and real-
time RT-PCR techniques has significantly reduced the
processing time required to permit the detection of both
the virus in the early stages of the infection in humans
and its transmission by viral vectors. The DENV-4 cases
that were investigated in this study were initially de-
tected by conventional RT-PCR. which is established as
a routine diagnostic test for all suspected acute dengue
cases. Conventional RT-PCR results are usually released
24-48 h after samples are received in the laboratory. Ad-
ditionally, for novel serotypes. all DENV-4 cases were
re-tested separately using genotyping primers to con-
firm the new genotype. Concomitantly, cases were sub-
jected to MAC-ELISA. NS1 ELISA and virus isolation.
Because the cases studied consisted of patients in the
acute phase of disease, MAC-ELISA was able to con-

firm only two out of nine cases. Samples were obtained
from both of these patients within four days after the
onset of symptoms. Samples from all of the other cases
were acquired within the first and second days after the
onset of symptoms. The most common technique used to
serologically diagnose dengue is still based on the detec-
tion of anti-DENV IgM using MAC-ELISA (Huang et
al. 2001). However, one of the limitations of this method
is that there are variations in the detection rate during
the acute phase of disease.

A previous study showed that the NSI capture ELI-
SA has a higher detection rate during the first four days
after the onset of symptoms compared with the MAC-
ELISA (Lima et al. 2010). In this study, both of the NS1
tests confirmed four out of the nine cases up until the
fourth day after the onset of symptoms. During the acute
phase of disease, the NSI protein exists as a secreted and
membrane-associated protein. Both forms of the protein
have been demonstrated to be immunogenic (Young et
al. 2000). High levels of NS1 have been demonstrated
to circulate during the acute phase of dengue infection
and they are found in the serum of patients with both
primary and secondary DENV 1nfections until the ninth
day after the onset of symptoms (Young et al. 2000).

+

Ctvalues

12 3 4 5 & 7 8 9
@ MA@ Mm@ @ @
Case# (days of symptoms)

Fig 2: Simplexa™ Dengue real-time reverse transcriptase-poly-
merase chain reaction amplification on dengue type 4 cases (n=19)
from Niteroi, state of Rio de Janeiro, Brazil according to the number
of days after the onset of the symptoms. Cycle threshold (Ct) values
are shown. NA: not available.

TABLE

Human dengue virus type 4 cases laboratorial investigation in Niteroi. state of Rio de Janeiro, Brazil

Newly available
Routine laboratorial diagnosis methodologies diagnosis methodology
positive/tested positive/tested
Virus NS1 NS1 Ag Conventional  Simplexa™ Dengue

Dengue cases MAC-ELISA isolation ELISA STRIP RT-PCR real-time RT-PCR
Males (n = 6) 2/6 4/6 3/6 2/6 6/6 6/6
Females (n = 3) 0/3 1/3 1/3 2/3 3/3 3/3
Total [n (%)] 2/9 (22.2) 5/9 (55.5) 4/9 (44.4) 4/9 (44.4) 9/9 (100) 9/9 (100)

RT-PCR: reverse transcriptase-polymerase chain reaction.
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Despite the increased time required to produce a
final result. virus isolation is still the “gold-standard™
technique for the diagnosis of dengue infection. After
the inoculation of C6/36 cells with the viral isolates,
DENV-4 could be recovered and genotyped in five of
the human cases. This technique is important because
virus can be isolated from the supernatant and used for
molecular epidemiologic studies by partial or complete
viral genome sequencing. Sequencing and phylogenetic
analysis have characterised Brazilian DENV-4 as be-
longing to genotype II (de Sousa et al. 2011).

All individual macerates were initially subjected to
conventional RT-PCR. virus isolation and Simplexa™
Dengue real-time RT-PCR. Of the 19 total adult mos-
quitoes (13 males and 6 females) that were collected.
DENV-4 was identified by conventional RT-PCR in a
single female de. aegypti mosquito (1/72: 1.4%) that was
captured in one of the residences (15.2). Due to the nature
of the genetic material of these mosquitoes, there were
many non-specific bands that were visualised on the
agarose gel (Fig. 3); therefore, all of the macerates were
separately retested using conventional RT-PCR with all
four typing primers (TS1, TS2, TS3 and TS4). The same
Ae. aegypti female. designated 15.2.4/11, was also the
only mosquito that was found to be positive for DENV-
4 when all macerates were subjected to the Simplexa™
Dengue real-time RT-PCR assay and the mosquito was
identified as having a Ct value of 23.5 (Fig. 4). No vi-
ruses were recovered from any of the 72 macerates when
viral isolation using C6/36 cells was attempted. Real-
time RT-PCR detected 1.08 x 10° copies/mL of DENV-4
in the macerate from the single Ae. aegypti female that
was naturally infected.

A single de. aegypti female collected at a residence
in site #1 was identified to be positive for DENV-4 infec-
tion by molecular techniques. Additionally. we performed
both a NSI1 capture ELISA and a NSI Ag Strip test on
all of the 47 macerates that were available from the same

10 11 12 13

1718 1920 20 2 2

DENV-1
—

Fig. 3: conventional reverse transcriptase-polymerase chain reaction
agarose gel electrophoresis analysis from Adedes aegypti adult mos-
quitoes, individually macerated from the entomological surveillance
performed 1n nine residential and non-residential locations in the Sao
Domingos neighbourhood, Niterol, state of Rio de Janeiro, Brazil
in 2011. Lanes 1, 14, 15, 25: 100 bp molecular weight (Invitrogen),
2-12, 16-19: Ae. aegypti macerates; 5: dengue virus type 4 (DENV-4)
positive de. aegypti individually macerated; 13: DENV-1-4 positive
controls mix; 20: negative control (water); 21-24: DEN'V-1-4 positive
controls, respectively.
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location. The same female mosquito (15.2.4/11) was posi-
tive by both of the NS1 tests. Interestingly, both tests also
detected NS1 1n a macerate from an Ae. aegpypti male
mosquito (15.2.3). The use of the NSI antigen capture
kit for the detection of DENV antigens from Ae. aegvpti
mosquitoes has recently been demonstrated (Tan et al.
2011). However, none of the other techniques that were
available could confirm infection or verify the infecting
serotype. The transovarial transmission of DENV, which
occurs when the virus is transmitted to the progeny of an
infected female. has been reported previously (Khin &
Khin 1983, Joshi et al. 2002, Le Goff et al. 2011).

DENV detection rates from Aedes mosquitoes by
RT-PCR may vary depending on the geographical loca-
tion, epidemiological background or the vector popula-
tion. In Taiwan, only 0.2% of de. aegvpii females that
were analysed were positive for DENV (Chen et al.
2010). However. it has been shown that 16.1% of the
Ae. aegypti females that were collected from Mexican
schools were infected with DENV (Garcia-Rejon et al.
2011). In Brazil, previous studies showed that 17% of the
Ae. aegypti mosquitoes were infected in a DENV-3 sur-
veillance program that was initiated during an epidemic
in the city of Manaus, located in the northern region of
Brazil (Pinheiro et al. 2005). Conversely, only 0.1% of
adult mosquitoes were found to be infected with DENV-
3 in an entomological surveillance study performed in
RJ during the inter-epidemic yvear of 2006 (unpublished
observations). In Recife, located in northeastern Brazil.
10% of the tested pools were infected and. despite the

Dengue virus 1 and 4_1 segment report

15.2_1¢5C) 15_2_2 (3D} 15_2_3 (5F)
160000
u 1190800 127800 1108004
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H 59900 B3400 SE900
T 20200 3200 20200
000 1000
1 7 1219 28 1 ¥ 1 7 13 10 25 31 37 1 7 1319 233 %
Cyoke nmber Cytse nUMDeT Cyose nUMbET
15_2 4 (5F) 15._2_5 (56} 153 0 (H)
FO00 130000
g 495600 101800 101800
ATHEOD TTEOO A0
E 247400 51400 55400
g 123200 2852000 27200
1003 ~1000
1 7 1319 26 30 37 1 7 1319 268 11 & 1 7 131w 25 38
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Fig. 4: Simplexa™ Dengue real-time reverse franscriptase-polymerase
chain reaction amplification on Aedes aegypti mosquitoes collected
1n the neighbourhood of Sdo Domingos, Niterdi, state of Rio de Ja-
neiro, Brazil and individually macerated. Experiment report sheet
after reaction. Samples 5C-E, G, H: negative de. gegypti macerates
samples #15.4.1/11, #15.4.2/11, #15.4.3/11, #15.4.5/11 and #15.4.6/11,
respectively; SF: de. aegypti female #15.2.4/11 positive for dengue
virus type 4 (DENV-4) at a cycle threshold of 23.5; red line: DENV-4
probe fluorophore CFR610; purple line: internal control (IC); green
line: probe fluorophore Q670.
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predominance of DENV-3 in human cases of dengue in-
fection. both DENV-2 and DENV-1 were also detected
n mosquitoes (Guedes et al. 2010).

During an entomological surveillance program per-
formed in RJ by our group in 2001, DENV-1 was also
detected in de. aegypri mosquitoes when the presence of
DENV-3 was being investigated. Likewise. DENV-1 was
also detected during a DENV-4 surveillance study in RR
in 2010 (MG de Castro et al., unpublished observations).
Tt has been suggested that a predominant serotype may
persist for one or two vears until it is replaced by a new
serotype (Chow et al. 1998). In the present study, infec-
tion with DENV-4 in humans and mosquitoes was con-
firmed during an explosive DENV-1 epidemic in RJ, as
well as in other Brazilian states. During this epidemic,
approximately 87% of the confirmed dengue cases that
were reported in 2011 were confirmed to be DENV-1
infections (MS/SVS 2011).

Real-time RT-PCR methods have been established as
a more rapid and sensitive technique for the detection
and quantification of DENV in clinical samples (Dros-
ten et al. 2002, Lai et al. 2007). In this study. we used
quantitative real-time RT-PCR to quantify the DENV-4
viral titre (1.08 x 10° copies/mL) from a single Ae. ae-
gvpri female mosquito that was naturally infected and
individually macerated.

We also evaluated, for the first time, the effectiveness
of the Simplexa™ Dengue real-time RT-PCR kit for the
detection and genotyping of DENV in both human cases
and de. aegypti samples. All of the DENV-4 human cas-
es that were analysed in this study were confirmed using
a commercial real-time RT-PCR kit. The Ct values that
were observed ranged from 16.8-35.1 (mean £ 25.0). The
Ct values in a real-time PCR assay are inversely propor-
tional to the amount of target nucleic acid that is present
in the sample. Because all of the samples were obtained
during the acute phase of disease (2 samples within 4
days of the onset of symptoms. 3 samples within 2 days
of the onset of symptoms, 3 samples within 1 day of the
onset of symptoms and 1 sample in which the timing
was unknown), high viraemia levels would be expect-
ed. resulting in lower Ct values (Fig. 2). From all of the
Ae. aegypri macerates that were subjected to the Sim-
plexa™ Dengue real-time RT-PCR analysis, only female
15.2.4/11 was positive for DENV-4 and was observed to
have a low Ct value (23.5). This suggests that there was a
high viral load in the single female (Fig. 3).

Despite the confirmation of DENV-4 cases in RIJ.
a major DENV-1 epidemic was established at the same
time. In December 2011, a new DENV-4 case was iden-
tified in Niterdi and confirmed by the laboratory meth-
ods that were available. This case was identified eight
months after the first cases were confirmed. Therefore,
our overall results with regard to the laboratory diag-
nosis and entomological surveillance of dengue using
molecular techniques, such as conventional RT-PCR and
real-time RT-PCR. show that these approaches are fast,
reliable. sensitive and specific for dengue serotype sur-
veillance. Furthermore. these techniques were found to
still be effective when a new serotype is introduced or
when a serotype re-emerges during a dengue epidemic
of a different serotype.
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Summary

Background: Dengue, a mosquito-borne viral infection caused by one of the four dengue virus (DENV) serotypes
(DENV-1 to 4), replicate alternately on the mosquito vector and human host and are responsible for infections
throughout tropical and subtropical regions of the world. In Brazil, the disease has become a major public health
problem and the introduction of DENV-3 in 2000 in Rio de Janeiro (RJ) was associated with severe dengue
epidemics. The potential emergence of strains associated with severe disease highlights the need for the
surveillance of DENV in human host and vectors.

Methods: Aiming to contribute for DENV phylogenetic and vector-virus-human host studies, we sequenced the
entire genome of one DENV-3 isolated from naturally infected Aedes aegypti from RJ in 2001 and characterized the
3" UTR from strains isolated from mosquitoes and humans. Mosquitoes were pooled and submitted to virus
isolation in Ae. albopictus C6/36 cells and the infecting serotype was identified by immunofluorescence using
type-specific monoclonal antibody. Sequence analysis was performed using Biokdit software, the multiple
alignments were performed using CLUSTAL W and the phylogenetic analysis by MEGA 5, using the
Neighbor-joining method. Secondary structure prediction was performed by using the MFOLD program.

Results: Exclusive substitutions and a substitution leading to a stop codon on the NS5 gene were observed in the
DENV-3 isolated from a naturally infected Ae. aegypti and fully sequenced. As an 8- nucleotides deletion was
observed within the 11- nucleotides (nts) insertion on the variable region (VR) from the 3"UTR in this isolate, we
further sequenced other DENV-3 from both mosquitoes and humans. The majority of DENV-3 from RJ analyzed
were characterized by the 11-nts insertion in the VR of the 3"UTR, despite the observation of strains carrying the
8-nts deletion. The latter presented similar secondary structures, however not all strains presenting the 11-nts
insertion were similar in the predicted secondary structure.

Conclusions: The phylogeny based on the analysis of the complete genome and 3'UTR characterized the DENV-3
isolated from both vector and human host as belonging to Genotype Il (Glll), despite the differences cbserved on
the 3" UTR Further studies are needed to address the role of those mutations in the transmission of the different
viral populations and vector competence.

Keywords: Dengue virus type 3, Aedes aegypti, 3'UTR
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Background

Dengue is a mosquito-borne viral infection caused by one
of the four dengue virus serotypes (DENV-1 to 4), belonging
to genus Flavivirus, family Flaviviridae. The viruses repli-
cate alternately on the mosquito vector, mainly (Ae. aegypti)
and human host and are responsible for infections through-
out tropical and subtropical regions of the world [1,2].

The rapid global spread of the four DENV serotypes in
the last 50 years resulted in the dispersal of genotypes
associated with increased disease severity [3]. In Brazil,
dengue has been a major public health problem since
DENV-1 introduction and spread in 1986 [4], however the
introduction of the genotype III of DENV-3, in December
2000, in Nova Iguagu, State of Rio de Janeiro (R]), caused
one of the most severe epidemics reported in the country
in 2002 [5-7]. Despite the co-circulation of DENV-1,
DENV-2 and DENV-3 in that area, DENV-3 was the only
serotype detected in pools of Ae aegypti during an ento-
mological surveillance performed [8].

Sequencing of distinct DENV genomic regions has iden-
tiied five genotypes for DENV-3: Genotypes I to III (GI to
GIII) which are responsible for most DENV-3 human
infections and have been associated with both dengue fever
(DF) and dengue haemorrhagic fever (DHF) epidemics in
Southeast Asia, Indian Subcontinent, South Pacific and
East Africa and Americas, and Genotypes IV and V (GIV
and GV) which were not associated with DHF epidemics
and are only represented by few early sequences from
Americas, South Pacific and Asia [9-13].

The DENV genome is composed by a positive single-
stranded RNA of approximately 11 kb in length with an
open reading frame encoding for the viral polyprotein,
which is cleaved into three structural proteins (C, prM
and E) and seven non-structural proteins (NS1, NS2A,
NS2B, NS3, NS4 and NS5) flanked by 5" and 3" untrans-
lated regions (UTRs) of about 100 and 400 nucleotides,
respectively [1]. The flaviviruses UTRs are predicted to
form secondary stem-loop (SL) structures, which are highly
conserved and play a role in viral replication [14-18].

According to predicted secondary structures, the DENV
3'UTR can be divided into three domains [18]. The
domain I, which is located immediately after the NS5 stop
codon, is considered the most variable region (VR) within
the viral 3'UTR, as it shows large heterogeneity in both
length and nucleotide sequences [19-21]. Mutations and
deletions within these regions may alter infectivity and
reduce efficiency of viral replication [22,23] and differences
between strains in these regions may correlate with DENV
virulence and pathogenicity [24-27]. Furthermore, deletions
and nucleotide variations were also described in the VR
within the same serotype [28-30]. Domain II is of moderate
conservation, comprising several hairpins motifs and
where conserved sequence (CS2) and repeated CS2
(RCS2) are present. Domain III is the most conserved
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region of the 3'UTR with CS1 followed by a terminal
stem-loop (3'SL) [18].

Here, aiming to contribute for the studies on human
host-virus-vector interactions, we fully sequenced the gen-
ome of one DENV-3 isolated from naturally infected field-
caught mosquitoes in R] and characterized the viral 3'UTR
in comparison to other sequenced DENV-3 isolated from
naturally infected mosquitoes and human hosts.

Material and Methods

Ethical Statement

All human DENV-3 strains belong to a previously ga-
thered collection from the Laboratory of Flavivirus, IOC/
FIOCRUZ, RJ, Brazl obtained from acute phase human
serum through the passive surveillance system from an
ongoing Project approved by resolution number CSN196/
96 from the Oswaldo Cruz Foundation Ethical Committee
in Research (CEP 274/05), Ministry of Health, Brazil.

Ae. aegypti examined in this study were collected by
the staff of the Dengue Control State Program for the
determination of house infestation index, virological
and entomological surveillance. No special permission
or written consent is required for house entrance for
mosquito collection and larval site treatment.

Viral strains

The DENV-3 strains isolated from Ae. aegypti adult mos-
quitoes (n=4) and human hosts (#=10) naturally infected
in R] were collected from epidemics occurred from 2001
to 2008. The first Brazilian DENV-3 strain (BR74886/02)
isolated from a human fatal case fully sequenced [31] was
used for comparison purposes and detailed information on
the strains is provided on Table 1.

DENV-3 human cases

From 2001 to 2008, the Laboratory of Flavivirus, as a
Regional Reference Laboratory for the Brazilian Ministry
of Health, received a total of 16,185 dengue suspected cases
for routine diagnosis. Virus isolation was attempted in
9,405 cases and DENV-3 was the infecting serotype in
52.8% of the positive isolates. The samples analyzed in this
study were chosen randomly and representative of each

vear, during and after the 2002 epidemic in RJ.

DENV-3 entomological surveillances

The three DENV-3 strains isolated (BR73354/01,
BR73356/01 and BR73636/01) in 2001 from naturally
infected Ae. aegypti adult mosquitoes used in this
study were collected during an entomological survey
performed in 35 districts of Nova Iguagu, R], from
July 2000 to June 2001. The other DENV-3 strain
(BR81200/06) was isolated from naturally infected Ae.
aegypti adult mosquitoes collected during an entomological
survey conducted on 7 districts with different infestation
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Table 1 Brazilian DENV-3 isolated from naturally infected vectors and human cases analyzed in this study

Strain Origin State* Year of isolation Source GenBank accession number Sequence analyzed Reference
BR73354/01 2] 200 Mosquitoes FI177308 Complete genome This study
BR73356/01 2] 200 Mosquitoes IN383345 3'UTR This study
BR73636/01 3] 2001 Mosquitoes JN383346 3'UTR This study
BRB1200/06 21] 2006 Mosquitoes IN383344 3'UTR This study
BR70562/01 21] 2002 Human serum JN380902 3'UTR This study
BR74792/02 2] 2002 Human serum JN380899 3'UTR This study
BR74916/02 2] 2002 Human serum JN380901 3'UTR This study
BR74947/02 RJ 2002 Human serum IN380904 3'UTR This study
BR77515/03 RJ 2003 Human serum JN380900 3'UTR This study
BR78969/04 RJ 2004 Human serum JN380905 3'UTR This study
BRB0740/05 RJ 2005 Human serum IN380906 3'UTR This study
BRB0996/06 RJ 2006 Human serum JN380903 3'UTR This study
BR83904/07 RJ 2007 Human serum JN380898 3'UTR This study
BRO72/08 R 2008 Human serum JN380907 3'UTR This study
BR74886/02 RJ 2002 Human liver AY679147 Complete genome  Miagostovich et al., 2006

*RJ: Rio de Janeiro.

index, randomly chosen in the municipality of Rio de
Janeiro, R], from March 2005 to February 2006. Briefly,
adult mosquitoes were collected twice a week, alternately in
the morning and in the afternoon with manual and battery
backpack aspirators and with nets, both indoor and in the
yards and gardens, close to the dwellings. Mosquitoes were
identified using a key as previously described [32], pooled
according to gender, date, district of collection and stored
in liquid nitrogen at the same day of collection. A total of
503 Ae. aegypti mosquitoes (352 females and 151 males)
collected in 2000-2001 and 874 Ae aegypti females
collected in 2005-2006 were pooled (74 pools of 9-17
mosquitoes/pool in 2000-2001 and 27 pools of 2-10
mosquitoes/pool, jn 2005-2006) and all pools were submit-
ted for virus isolation. Only positive pools were submitted
to RT-PCR. for DENV serotype confirmation.

Preparation of vectors

Mosquitoes’ pools were macerated in 1 ml of Leibovitz
L-15 medium (Sigma) plus antibiotics (penicillin-strepto-
mycin, 10,000 units - Invitrogen) and centrifuged (6,000
rpm at 4°C for 30 min). Supernatant was transferred to an
Eppendorf tube containing 100 mL of streptomycin / fungi-
zone and penicillin, kept in an ice bath for 1 hour and
centrifuged (3,000 rpm at 4°C for 15 min). Supernatant was
transferred to an Eppendorf tube containing 0.3ml of fetal
call serum (Invitrogen) and frozen (-70°C).

Virus isolation
Virus isolation was performed by inoculation into mono-
layers of C6/36 Aedes albopictus cells [33] in Leibovitz L-15

medium (Sigma) supplemented with 2% fetal calf serum
(Invitrogen) and 0.2 mM of nonessential amino acids
(Invitrogen). Cells were incubated at 28°C for 5 to 7 days
and observed for cytopathic effects. Isolates were identi-
fied by indirect fluorescent antibody test (IFAT) using
serotype-specific monoclonal antibodies [34] and infected
supernatant was clarified by centrifugation and virus
stocks stored in 1-mL aliquots at -70°C.

RNA extraction

Viral RNA was extracted using QIAamp Viral RNA Mini
kit (Qiagen) following the manufacturer’s instructions and
stored at -70°C for DENV typing and sequencing. For the
viral 3'UTR sequencing, the RNA was extracted directly
from serum and mosquitoes macerate, previously detected
by RT-PCR. For the full genome sequencing of the
DENV-3 strain BR73354/01, the RNA was extracted from
the first passage in cell culture.

RT -PCR (Reverse transcriptase- polymerase chain
reaction)

RT—PCR for detecting and typing DENV was performed
as described previously [35].

Sequencing and phylogenetic analysis

PCR products were sequenced in both directions using
the BigDye Dideoxy Terminator sequencing kit (Applied
Biosystems). The mosquitoes’ DENV-3 full-length genome
sequence and 3'UTR sequences obtained in this study
were deposited in GenBank (www.ncbinlmnih.gov) and
are described on Table 1. Sequence and similarity identity
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Figure 1 Neighbor-joining phylogenetic analysis of the complete genome sequence from DENV-3 isolated from naturally infected
mosquitoes in Brazil, 2001. Black circle represent DENV-3 sequence generated in this study. Strains representative from the four genotypes
available in Genbank (www.nebi.nim.nih.gov) were used for the comparison, DENV-1, DENV-2 and DENV-4 strains were used as outgroup to root
the tree. The percentage of replicate trees in which the associated taxa clustered together in the bootstrap test (1000 replicates) is shown next to

the branches. DENV strains used were named as follows: GenBank accession number/country/year

analysis was performed using BioEdit software (http://www.
mbio.ncsuedu/bioedit/bivedithtmL). The multiple align-
ments were performed using CLUSTAL W (http://www.
ebi.ac.uk/clustalw/) and the phylogenetic analysis by MEGA
5 software (www.megasoftware.net), using the Neighbor-
joining method, according to the Tamura-Nei model, with a
bootstrap of 1,000 replications for the analysis of the
complete genome. For the 3'UTR analysis, the Maximum
likelihood method, according to the Kimura-2 model was
chosen as determined by the best-fit substitution model
provided by MEGA 5. Strains representative from the five
genotypes available in GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov)
were used for the comparison, DENV-1 (GenBank acces-
sion number #AF513110), DENV-2 (#AF489932) and
DENV-4 (# AF326573) strains were used as outgroup to
root the tree.

Secondary structure analysis

The predicted secondary structures were generated
by MFOLD web server (http://mfold.rna.albany.edu/?
q=mfold/RNA-Folding-Form) with default folding para-
meters and folding predictions at 37°C on the VR from
the 3’ UTR of DENV-3.

Results and discussion

The DENV-3 was re-introduced in Latin America in 1994,
after an absence of 17 years, being initially isolated in
Panama and spreading throughout Central America
[36,37] to Caribbean [38-40] and South America
[6,28,41-43]. However, some phylogenetic studies point
to its introduction through Mexico [44] a few years
earlier [13]. This introduction caused by the genotype
III of DENV-3, originally from the Southeast Asia and
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Table 2 Amino acid differences among selected Brazilian DENV-3 and strains representative of the DENV-3 genotypes,

compared to the prototype H87
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Table 2 Amino acid differences among selected Brazilian DENV-3 and strains representative of the DENV-3 genotypes,

compared to the prototype H87 (Continued)

NS5555 M R
NS5 g5 S N N
NS5 50 P s s
NS5y, K R R
[NEET E G G
NS5 g9 R K
NSS40 R K K
NSS40 E D D
NS5sss K T T
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NS5 a5 T s s
NSSgss DN N N

N N
s s

R R

G G

K K K

K K

D D

T T

P P

s s A 5 A
N

Blank cells indicate amino acid similarities to the prototype strain H87 (GenBank accession number M93130). *STOP: stop codon.

characterized by an increased virulence, coincided with
the occurrence of a higher number of severe and DHF
cases [37,45-47].

In Brazil, the first DENV-3 was isolated in December of
2000 in Nova Iguagu, RJ [5] when the Ae aegypti infestation
level was 8.1% and, 58% of those mosquitoes were resistant
to temephos at that time [8,48]. Due to the role of the city
of Nova Iguagu in dengue epidemiology, after the DENV-1
introduction in 1986 [4], field studies were conducted for
detection of DENV in field-caught vectors [8,49]. The po-
tential emergence of strains associated with severe disease
highlights the need for the surveillance of DENV in human
host and vectors, as the detection of DENV in infected
field-caught vectors is considered a useful tool for the early
prediction of epidemics and detection of new serotypes/
genotypes introductions [50,51].

The entomological surveillance performed in the first se-
mester of 2001 in Nova Iguacu, R], resulted in the isolation
of three DENV-3 strains from the districts of Santa Efigénia
(BR73354/01), California (BR73356/01) and Morro Agudo
(BR73636/01) isolated from three pools (9 mosquitoes/
pool) of naturally infected Ae. aegypti females [8]. In
January 2006, one DENV-3 strain (BR81200/06) was iso-
lated from one Ae. aegypti pool composed of three females,
collected indoors in the Vargem Pequena neighborhood,
west region of RJ.

In order to access the differences among Brazilian DENV-
3, we sequenced and deposited on Genbank (FJ177308)
the entire genome sequence of one virus isolated from nat-
urally infected Ae. aegypti (BR73354/01) and compared to
the Brazilian strain 74886/02 (AY679147), isolated from the
liver of a fatal case during the DENV-3 epidemic occurred
in 2002 [31]. The nucleotide similarity was 99.3% and the
phylogeny based on the analysis of the complete coding
region characterized the Brazilian strain as belonging to
genotype III (Indian Subcontinent), Figure 1.

Amino acid substitutions were observed throughout the
entire coding region, when the Brazilian DENV-3 strains
were compared to the prototype PHIL/H87/1956 and
strains representative of the other genotypes. Some substi-
tutions were exclusive to the Brazlian DENV-3 strains
analyzed (Table 2) and some were shared among the
Brazilian strains and the strain isolated from Ae. aegypti in
Taiwan in 1998 (TAIWAN/TWmosq/1998), Table 2.
Exclusive substitutions to the DENV-3 Brazlian strains
analyzed in this study were observed on the capsid, prM
and envelope genes. Besides those others observed were
also shared by other genotype III strains previously
analyzed [11].

On the NSI1 gene only one residue substitution was
observed, and substitution on NS2A and NS2B were also
reported. On the NS3 gene, a substitution on only NS3;;5
was exclusive to the Brazilian DENV-3. On NS4B, the
same substitution was observed on positions NS4B,, and
NS4B, 35 However, on the NS5 gene, besides the ten sub-
stitutions exclusive to the Brazilian DENV-3, substitutions
exclusive to the Brazilian DENV-3 isolated from Ae. agypti
(BR73354/2001) were observed almost consecutively, on
NS5g7 and NS54¢. On NS5, ¢, the substitution resulted in a
stop codon and other substitutions throughout NS5 were
also observed. Despite this, the original macerate was re-
inoculated in C6/36 cells culture and the DENV -3
infection confirmed by the presence of cytopathic effect
and a positive RT-PCR. The presence of genome-defective
DENV-3 containing either stop codons or deletions in vive
has been reported previously [52].

Despite the use of the E gene for DENV phylogenetic
and evolutionary studies [9,12,28,53-62] due to its biological
properties and selective pressure imposed by the host im-
mune response, the role of sequences heterogeneity in
other genomic regions which includes the non-structural
genes and the genome UTRs cannot be excluded [53].

122



Apéndice 11.3

Castro et al. Virology Journal 2013, 103 Page 7 of 11
http://www virologyj.com/content/10/1/3

BR/T4886/2002 TAAACGTAGGA
BR7TIIS4mosq/2001 . .. . . ... ..
BR73336M0£G/2001 . . . . .
BRTI6I6GMOSE/2001 . . . . . ... . ..
BR81200mosg/2006 . . . . . . . . . ..
BR70562/2001
BR74T92/2002
BRT4916/2002
BRTL947/2002
BRTTSH/2003
BR73969/2004
BRE0OTL0/2005
BR80996/2006
BR83904/2007
BRT2_20038

GTTAACTGTCAGGCCACAT TAAGCCACAGTACGCGAAGAAGSTGTIGETGCEETETS

BR/TL886/2002 ACCCCCETCCAAGCACCT TAAAAGCAACAACTCAGCGECCCAAAGCCCACCETTTCACCAAACCGETEGETCECTETAGE T X
BRUEISIMOSQ200T . ... ... .. ittt eserasssnessssssnsnsonsssnnsBoaennns

BR73ISEmosg/2001 . . . . . ..
BR7TIEIGMOSQ/2001 . . . . . .. . .. ...
BRE1200mMOSq/2006 . . . . . .. . .. ... ... ...
BRT0S62/2001 e

BR74792/2002
BRAIEIIO0Z = . .o o o oo c oo oocsssancsnssssassssssssssussessssassssssessssesssssssssssssesssssssssss
BRIGLTII00Z . .. . . .t e e i e s e

BR77S%5/2003
SRTF69/2004
ERE0T40/2008
BRE0996/2006
BRE83904/2007
BR72_2008

BR/T4886/2002 GTCGTCGGGCACCTAAAACCT GO CAGCGE TG CAAACTOTCGAAGETEGTACGCACGETGT AGEA
BR73354mo£g/2001
BRTIISEMOSQI2001 . . . . . .. . . ...
BR73636m0sg/2001 - . . . . . .

BRE1200mosg/2006 . . . . . ..

BRT0562/2001
BRT4TO2:/2002
BR74916/2002
BRTL94TI2002
BR77515/2003

BR78969/2004
BR80740/2005
BR80996/2006
BRE3904/2007
BR72_2008

BR/74886/2002 AT EACACAACEEACCACCECCECECEACEACTCACEEAACETETACETEETTEEAAA
BR7IIS4mosq/2001
BR73356m0sg/2001
BR73636mosq/2001
BRE1200mMosq/2006
BRT0OS62/2001
BRT4T92/2002
BR74916/2002
BRT494TI2002
BRTTSH5/2003
BR76969/2004
BR3074L0/2005
BR80996/2006
BR&83904/2007
BRT2_20038

BR/T4E86/2002 cccGTAAACAAAAAC
BR7TIIS4m0sq/2001
BR73356m0sg/2001
BRTI63I6MO&Q/2001
BR81200mM0sg/2006
BRT0562/2001
BR7ILT92/2002
BR74916/2002
BRT4947/2002
BRTTS®H/Z003
BR78969/2004
BRE0TL0/2008
BR80996/2006
BR83804/2007

R

Figure 2 Multiple nucleotide sequence alignment of the Brazilian DENV-3 3'UTR from additional strains isolated from mosquitoes Ae.

aegypti (n=4) and humans (n=10) from 2001 to 2008. Dots () indicate identity among strains based on the Brazilian strain BR74886/02,

characterized by the 11 nucleotides insertion on the variable region (VR). Dashes () indicate gaps in the alignment. The 8 nudeotides deletion

characteristic to strains isolated from mosquitoes BR73354mosq/2001, BR73356mosg/2001 and from a strain isolated in human (BR74792/2002)
are marked by black squares. Eleven nucleotide insertion and conserved sequence regions (RCS2, (52 and C51) are gray-shadowed.
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Figure 3 On (A) the predicted secondary structure of the variable region (VR) from Brazilian DENV-3 strains isolated from humans and
mosquitoes Ae. Aegypti (nucleotides 1 to 108) presenting the 11-nucleotides insertion and compared to the prototype PHIL/87/1956
(nucleotides 1-104). On (B) the predicted secondary structures from the Brazlian strains (nucleotides 1 to108) presenting the 11-nucleotides
insertion, but with nucleotides substitutions differing from the strains on (A) and on (C) the structures from the sequences (nucleotides 1 to 100}

with the 8-nucleotides deletion.

Previous studies have suggested that the sequence and
secondary structures of the 5" and 3"UTR of flaviviruses
play an important role in viral replication and differences in
these regions may influence viral virulence [24,26,27,63].
Mutations and deletions within these regions may alter
infectivity and reduce efficiency of viral replication
[22,23]. Furthermore, the domain I from the DENV
3'UTR is considered the most variable region (VR) from
the 3'UTR [18] and can serve as a good marker for
DENYV evolution [19-21].

The analysis of the 3'UTR of the strain BR73354/01
genome showed an 8- nucleotides deletion within the
11-nucleotides insertion on the VR, previously observed
for the Brazlian DENV-3 strain isolated from humans [31]
and common to genotype III DENV-3 strains from the
Latin America/Caribbean and Sri Lanka regions [27,64].
Nucleotides substitutions exclusive to the BR73354/01 were
observed on positions 10,383 and 10,391 from the 3'UTR.
One substitution on the RCS2 and one on the CS2 were
shared by all Brazilian DENV-3 when compared to the
prototype.

We additionally analyzed and deposited on GenBank the
3'UTR sequences from other three DENV-3 strains iso-
lated from naturally infected Ae. aegypti isolated in 2001
and 2006 in R] (BR73356/01, BR73636/01 and BR81200/
06) and from ten DENV-3 isolated from humans from
2001 to 2008. The strain BR73356/01 presented the same
8-nucleotides deletion observed for the strain BR73354/01.
However, the other two strains also isolated from mosqui-
toes in R] (BR73636/01 and BR81200/06) presented the
11-nucleotides insertion common to the human strains.
The analysis of the 3'"UTR from DENV-3 isolates from
humans showed that nine out of ten strains also presented
the 11-nucleotides previously described. However, one of
the strains isolated in Rio de Janeiro in 2002 (BR74792/02)
showed the same 8-nucleotides deletion observed on the
mosquito strains (Figure 2). Previous studies have shown
deletions and nucleotide variations in the VR within a
same serotype [28,29]. Despite those observations, it was
also shown a high conservation on the 3'UTR RCS2, CS1
and CS2 conserved regions (Figure 2, gray-shadowed areas)
among all the Brazlian strains analyzed. This was quite
expected as domain I is of moderate conservation and do-
main III, the most conserved region of all [18].Therefore,
we focused on the VR of the 3'UTR, aiming to better
characterize those mutations by predicting the secondary
structures of that region. Not all strains presenting the 11-

nucleotides insertion were similar in structure (Figure 3A
and 3B). In fact, despite the 11-nucleotides insertion, the
strain BR72/2008 presented a unique secondary structure
(Figure 3B). The only difference from the latter is a nucleo-
tide substitution (G —A) on the 1l-nucleotides insertion
region, when compared to all other Brazlian sequences
analyzed (Figure 2). The strain BR80996/2006, also showed
a unique secondary structure due to the nucleotides substi-
tution presented in the VR, despite the presence of the in-
sertion shared with the other strains. The slight difference
presented by the strain BR83904/2007, was due to a substi-
tution (C—T) exclusive to this sequence. Furthermore, all
three sequences with the 8-nucleotides deletion (BR73354
mosq/2001, BR73356mosq/2001 and BR74792/2002) pre-
sented the same secondary structure (Figure 3C).

Phylogenetic studies based on the 5’and 3'UTR have
shown to be very useful for molecular epidemiological stud-
ies [19,21,27,28,65]. The Maximum-Likelihood phylogen-
etic tree of Brazilian DENV-3 strains isolates from naturally
infected Ae. aegypti mosquitoes and humans based on the
3"UTR sequence analysis places those strains as belonging
to genotype III, corroborating the findings of the full-length
genome analysis (data not shown).

Conclusions

Here, we analyzed the coding region and the 3'UTR of
DENV-3 from both human host and mosquitoes and
described insertions, deletions and a substitution leading to
stop codon formation. The majority of DENV-3 in this
study was characterized by the 11-nucleotide insertion in
the 3'UTR, despite the observation of strains carrying the
8-nucleotide deletion. In spite the presence of distinct viral
variants, it is suggested that the major variant is transmit-
ted. However, how those distinct viral populations are
maintained or transmitted is not fully understood,
therefore the availability of viruses isolated from both
hosts are crucial for the better comprehension of the
vector-virus-human host interactions and for quasispecies
investigations. Furthermore, the analysis of those distinct
viral populations in experimentally infected mosquitoes
may help to elucidate those observations.
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Abstract

In Brazil, dengue has been a major public health problem since its introduction in the 1980s. Phylogenetic studies constitute
a valuable tool to monitor the introduction and spread of viruses as well as to predict the potential epidemiological
consequences of such events. Aiming to perform the molecular characterization and phylogenetic analysis of DENV-2
during twenty years of viral activity in the country, viral strains isolated from patients presenting different disease
manifestations (n=34), representing six states of the country, from 1990 to 2010, were sequenced. Partial genome
sequencing (genes C/prM/M/E) was performed in 25 DENV-2 strains and full-length genome sequencing (coding region)
was performed in 9 strains. The percentage of similarity among the DENV-2 strains in this study and reference strains
available in Genbank identified two groups epidemiologically distinct: one represented by strains isolated from 1990 to
2003 and one from strains isolated from 2007 to 2010. No consistent differences were observed on the E gene from strains
isolated from cases with different clinical manifestations analyzed, suggesting that if the disease severity has a genetic
origin, it is not only due to the differences observed on the E gene. The results obtained by the DENV-2 full-length genome
sequencing did not point out consistent differences related to a more severe disease either. The analysis based on the
partial and/or complete genome sequencing has characterized the Brazilian DENV-2 strains as belonging to the Southeast
Asian genotype, however a distinction of two Lineages within this genotype has been identified. It was established that
strains circulating prior DENV-2 emergence (1990-2003) belong to Southeast Asian genotype, Lineage | and strains isolated
after DENV-2 emergence in 2007 belong to Southeast Asian genotype, Lineage Il. Furthermore, all DENV-2 strains analyzed
presented an asparagine (N) in Ezgo, previously identified as a probable genetic marker of virulence observed in DHF strains
from Asian origin. The percentage of identity of the latter with the Dominican Republic strain isolated in 2001 combined to
the percentage of divergence with the strains first introduced in the country in the 1990s suggests that those viruses did
not evolve locally but were due to a new viral Lineage introduction in the country from the Caribbean.
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Introduction polyprotein and post-translationally cleaved into three stuctural

proteins, capsid (C), premembrane (prM) and envelope (E), and
seven nonstructural proteins, NST, NS2A, NS2B, NS3, NS4A,
NS4B and NS5. The RNA genome is packaged in an icosahedral
capsid, and the nucleocapsid is surrounded by a lipid bilayer

Dengue viruses (DENV) are the most important human
arboviruses worldwide, transmitted by mosquitoes of the genus
Aedes, Aedes aggypti is the main vector. Explosive epidemics have
become a public health problem, economic impact, socially and containing the E and M proteins [4,5
palitically significant [1,2]. DENV infection causes a spectrum of clinical discase ranging

Currendy it is csimated that 70 to 500 millions dengue from an acute debilitating, self-limited febrile illness - dengue fever

infections occur annually in 124 endemic countries. Nearly 3.6
billion people (35% of world population) are at risk of contracting
the disease (DVI). The rapid global spread of DENV in the last 50
years resulted in the dispersal of genotypes associated with
increased severity [3].

The four serotypes (DENV-1, DENV-2, DENV-3 and DENV-
4) are closely related yet antigenically distinet and contain a
positive-sense RNA  genome that is translated as a single

PLOS MNeglected Tropical Diseases | www.plosntds.org

(DF) - to a life-threatening syndrome - dengue hemorrhagic fever/
dengue shock syndrome (DHEF/DSS) [6]. Despite the similar
discasc manifestations, the DENV are genetically diverse with
approximately 40% of amino acid sequence divergence. Distinet
DENV genotypes can be characterized when the genetic
divergence are higher than to 6% [7].

A recent analysis of 1,827 complete E gene sequences supported
the existence of six genotypes for DENV-2: Asian genotype I,

March 2013 | Volume 7 | Issue 3 | e2095
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Author Summary

In Brazil, the first dengue haemorrhagic cases were
reported after the DENV-2 introduction in Rio de Janeiro,
which spread to other states in the country. Aiming to
perform the molecular characterization and phylogenetic
analysis of DENV-2 during twenty years of viral activity in
the country, strains isolated from patients presenting
different disease manifestations were sequenced. Phylog-
eny characterized the DENV-2 as belonging to the
Southeast Asian genotype, however a distinction of two
Lineages within this genotype has been identified.
Furthermore, all strains presented an asparagine in Eigg,
previously identified as a probable genetic marker of
virulence. The results show a temporal circulation of
genetically different viruses in Brazil, probably due to the
introduction of a new viral lineage from the Caribbean,
which lead to the re-emergence of this serotype after
2007, causing the most severe epidemic already described
in the country.

Asian genotype 11, Southeast Asian/American genotype, Cosmo-
politan genotype, American genotype and the Sylvatic genotype,
the most genetically distinet genotype. Furthermore, the Southeast
Asian/ American genotype’s topologies suggested a spatial division
of this genotype into two major subclades [8].

In the Americas, the first DHF epidemics in the 80°s were due to
the introduction of the Southeast Asian/American genotype which
replaced the American genotype and more severe cases with
higher viremia were reported [9-11].

In Brazil, the disease has become a public health problem with
explosive epidemics after the introduction of DENV-1 in 1986 in
Rio de Janeiro [12]. However, the first DHF/DSS cases were only
reported after the DENV-2 introduction in 1990 in the country
[13,14]. From 1990 until the 26th epidemiological week of 2010, a
total of 5,481,921 cases, including 17,203 cases of dengue
hemorrhagic fever (DHF) and 1954 deaths were reported in the
country [15].

Aiming to perform the phylogeny of the DENV-2 and its impact
in the discase severity during 20 years of viral activity in Brazil,
strains isolated from DF, DHF/DSS and fatal cases occurred since
its introduction in 1990 until 2010, were analyzed. In this scenario,
the partial sequencing (C/prM/M/E genes) of 25 DENV-2 strains
was performed. To determine whether the evolutionary relation-
ships observed for the C/prM/M/E genes were applicable to the
complete genome, we further fully sequenced the coding regions of
nine DENV-2 strains. In order to avoid mutations introduced by in
vitro passages of the virus in cell cultures we used DENV-2 strains
extracted directly from serum or originally isolated from cell
cultures.

Materials and Methods

Ethical statement

The strains analyzed in this study belong to a previously-
gathered collection from the Laboratory of Flavivirus, 10C/
FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brazil, obtained from human serum
through the passive survellance system performed by the
Laboratory from an ongoing Project approved by resolution
number CSN196/96 from the Oswaldo Cruz Foundation Ethical
Committee in Research (CEP 274/05), Ministry of Health-Brazil.
Samples were chosen anonymously, based on the laboratorial
results and clinical manifestations input on the Laboratory
database.

PLOS Neglected Tropical Diseases | www.plosntds.org
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Viral strains

Viral strains consisted of DENV- 2 (#=34) iolated during
epidemics occurred from 1990 to 2010 in six states in Brazil
(Table 1). Each sample was accompanied by identification form
containing clinical and epidemiological data. All strains were
determined as DENV-2 serotype by reverse transcriptase poly-
merase chain reaction (RT-PCR) and or/virus isolation from DF
(n=19), DHF (n=13), DSS (r = 1) and fatal cases (n =4; 1 from DF,
2 from DHF and 1 with no classification available). Seven cases
were not classified due to data unavailability.

RNA extraction

Viral RNA was extracted from infected cell culture supernatant
or directly from the patients’ serum using QIAamp Viral RNA
Mini kit (Qiagen) following the manufacturer’s instructions and
stored at —70°C for DENV typing and sequencing.

RT —-PCR (Reverse transcriptase- polymerase chain
reaction)

RT—PCR for detecting and typing DENV was performed as
described previously [16]. Briefly, consensus primers were used to
anneal to any of the four DENV types and amplify a 511-bp
product in a reverse transcriptase-polymerase reaction. A cDNA
copy of a portion of the viral genome was produced in a reverse
transcriptase reaction. After a second round of amplification
(nested PCR) with type-specific primers, DNA products of unique
size for DENV-2 (119 bp) were generated.

Dengue virus isolation

Virus isolation was performed by inoculation into C6/36 Aedes
albopictus cell line [17] and isolates were identified by indirect
fluorescent antibody test (IFAT) using serotype-specific monoclo-
nal antibodies [18]. Briefly, patients’ sera were inoculated into C6/
36 Aedes albopictus cell monolayers in L-15 Medium (Leibovitz,
Sigma) supplemented with 2% fetal calf serum (FCS, Invitrogen)
and 0.2 mM of nonessential amino acids (Invitrogen). Cells were
incubated at 28°C for 5 to 7 days and observed for cytopathic
effects. Infected supernatant was clarified by centrifugation and
virus stocks stored in 1-mL aliquots at —70°C until use.

Sequencing

Reverse transcription (RT) was performed using 5 pl. of
extracted RNA in 25 plb of AccessQuick RT-PCR System
(Promega Corporation) and specific oligonucleotides  primers
(Table 1). To amplify the C/prM/M/E region of 2,325 bp,
specific primers (1 to 4) were used to produce 4 overlapping
amplicons of approximately 900 bp and to amplify the complete
coding region (10,173 bp), 15 overapping amplicons of approx-
imately 900 bp (1 to 15). Thermocycling conditions consisted of a
single step of 42°C for 60 minutes and 40 cycles of denaturation at
94°C (30 seconds), annealing at 56°or 63°C (60 scconds) depend-
ing on the set of primers, extension at 72°C (2 minutes) and a final
extension at 72°C (10 minutes). Amplification was conducted
using a Model 9700 thermal cycler (Applied Biosystems). PCR
products were purified from 1.0% agarose gels using QIAquick
Gel extraction Kit or QIAquick PCR purification Kit (Qiagen)
and used as template for cycle sequencing. Sequencing reactions
were performed as recommended in the BigDye Dideoxy
Terminator sequencing kit (Applied Biosystems) and the products
were analyzed using an automated 3130 DNA Sequencer (Applied
Biosystems). Partdal sequences (C/prM/M/E) and complete
coding sequences for the unprocessed polyprotein (3° and 3°
noncoding regions excluded) were deposited in GenBank (Table 2).
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Sequences and phylogenetic analysis

The analysis of similarities, percentage of identity and
divergence among the strains analyzed were performed using
Megalin Program (DNAstar, www.dnastar.com). The multiple
alignment was performed using CLUSTAL W (http://www.ebi.
ac.uk/clustalw/) and the phylogenetic analysis by MEGA 4
software (www.megasoftware.net), using the Maximum Likelihood
method (ML), according to the Tamura-Nei model, with a
bootstrap of 1,000 replications. Strains representative from the five
genotypes available in Genbank (www.ncbi.nlm.nih.gov) were
used for the comparison, DENV-1 (GenBank accession number
GU370049), DENV-3 (accession number EF629369), and DENV-
4 (accession number AF289029) strains were used as outgroup to
root the trees (Table 3).

Results

In this smdy, the strains BR64022/98 isolated in the 90°s and
Jamaica 1983 were considered as reference strains for comparison
purposcs. The percentage of similarity among the 25 DENV-2
strains ranged from 80.3 to 99.9% when those compared to each
other and to strains representative of the different genotypes available
on GenBank. The partial genome sequencing analysis characterized
the Brazilian DENV-2 strains from this study as belonging to the
Southeast Asian genotype, however a distinction of two Lincages
within this genotype has been identified. It was observed that strains
circulating prior DENV-2  emergence (1990-2003) belong to
Southeast Asian genotype, Lineage [ and strains isolated after
DENV-2 emergence in 2007 belong to Southeast Asian genotype,
Lineage Il (Figures 1 and 2). Furthermore, the latter were more
closely related to strains from the Dominican Republic (DR59/01),
representative from the Southeast Asian genotype, Lineage 11

When the 25 DENV-2 strains were compared to the strain
BR64022/98, amino acid substitutions leading to change in the
biochemical properties were observed on the C and prM genes.
On the E gene, a total of twelve substitutions were observed, with
nine resulting in a change on the amino acid change of
biochemical property (Supplementary material 1). No consistent
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Table 1. Primers used for amplification of the partial and complete genes (coding region) from Brazilian DENV-2.

Primers Position in the genome Amplicon
Designation Sense A [5'—3) Anti-sense B (5'—3') (according to AF489932) {pb) Tm (°C) A/B
1 CGT GGA CCG ACA AAG ACA GA GGA GCG ACG GCT GTC AGT AA 14-506 892 62/64
2 GAT CAG TGG CAC TCG TTC CA CTC CGG GTAGCCATGGTAAC 708-1586 878 62/62
3 ATG GCA CTG TCA CGA TGG AG CAC TAT CAG CCTGCACCATAGCT 1467-2405 938 62/63
4 GGA TCC CTG GGA GGAGTG TT TCC ATT GCT CCA GAG GGT GT 2202-3106 904 63/63
] GAC TCA AAA CTC ATG TCA GCG G GTG CTT TGG GAA AGG AGT GC 2958-3800 842 62/62
B GGG CGT TACCAT GACGGA T GCC CAT GAT GGT TCA ATC CTT 3656-4709 1053 63/63
7 AAT TAC GGC AGC AGC ATG GT GGA GGA GTG GCT GTC ATG AAA 4475-5456 981 63/63
8 CAG CCA TCA GAA CCGAGC A CCA CCT TCT GTC TGC GTA GTT G 5254-6185 931 64/62
9 ACA CAC CTG AAG GAA TCATTCCTA G TGA CAA ATG TTG TAG CCA CGG 6016-6948 932 62/62
10 AGC CAT CCT CAC AGT GGT GG TCT CAG TTT TGC TGA GCC TCG 6791-7737 946 64/63
1 CTATTT GGC CGG AGC TGG A TTT CAA TTC CAA TGT TGC GG 7508-8354 846 63/62
12 ATG GAG GAG CTT TAG TGA GGA ATC CGT GCT CCA AGC CAC ATG TA 8170-8954 824 61/63
13 GAA ATC GGC TCG TGA GGC T TCA TCT TGG TTT CTG CAT GGG 8825-9746 an 63/63
14 GAC AGT CAC AGA AGA AAT CGC TGT CTA TGG CTT GAT CCG ACC TGA 9473-10304 831 62/62
15 CGG CTC ATT GAT TGG GCT AA TTC TGT GCC TGG AAT GAT GCT 10109-10662 553 63/63
doi:10.1371/journal.pntd 0002095 1001

differences were observed on the E gene from strains isolated from
cases with different clinical manifestations analyzed, suggesting
that if the disease’s severity has a genetic origin, it is not only due
to the differences observed on the E gene.

To determine whether possible amino acids differences on
other genes were related to disease severity, we fully analyzed
(coding region) DENV-2 strains (z = 9}, representative of DF cases
isolated from 1990 to 1999 and strains isolated from fatal cases
occurred after the DENV-2 re-emergence after 2007 until 2010.
The strain  0450/2008, representative of the DENV-2 re-
emergence isolated from a DF secondary case who evalved to
death was fully sequenced and its comparison to the strain from
the Dominican Republic (DR59/2001), representative of the
DENV-2 re-emergence, showed 22 amino acid substitutions.
Likewise, the strain 0690/2008 isolated from a DHF case
occurred also during the re-emergence of DENV-2 had nine
had amino acid substitutions when compared to the strain
DR59/2001, with seven of those leading to amino acid bio-
chemical property change (Table SI).

The DENV-2 strain 0337/2008 isolated from a newborn
presenting a high anti-DENV IgG titer who evalved to death,
infected probably due transplacental transmission as his mother
was diagnosed with acute DENV infection, showed substitutions
on NS2A, NS4A and NS5, which were shared with the other two
strains isolated from fatal cases (Table S2). The results obtained by
the DENV-2 full-length genome sequencing did not point out
consistent differences related to a more severe disease.

A substitution on Eggy (N—D) was reported as resulting in a
reduction in viral replication in macrophages and dendritic cells
[19] whereas Egqy (D—N) resulted in enhanced replication,
maturation and activation of macrophages, enhancement of the
immune response with an increased production of cytokines,
increased vascular permeability and consequently a greater chance
of developing DHF [20]. All DENV-2 strains analyzed presented an
asparagine (N) in Egqq, previously identified as a probable genetic
marker of virulence observed in DHF strains from Asian origin.

The percentage of identity of the re-emergent DENV-2 with the
Dominican Republic strain isolated in 2001 combined to the
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percentage of divergence with the strains first introduced in the
country in the 90’s suggests that those viruses did not evolved
locally but were due to a new viral Lineage introduction in the
country from the Caribbean.

Discussion

In the Americas, the first DENV-2 was ssolated in 1953 in
Trinidad [21] and the first DHF epidemic caused by this serotype
occurred in Cuba in 1981 after the inwoduction of DENV-2
genotype originated in Southeast Asia [10,22]. Epidemics studies
showed that the DENV-2 miroduced i Brazl, Colombia,
Venezuela and Mexico had a common ancestor with isolates

PLOS Neglected Tropical Diseases | www.plosntds.org

Table 2. DENV-2 used in this study for partial (n=25) and complete coding region (n=9) sequencing.

Year of State of Clinical Imunne Sequence Acess number
Strain #  isolation origin manifestation response Age Gender region GenBank
44298 1991 BA DF 5 NA Fem C/prM/M/E HQ012508
48578 1994 CE NA ND NA Male C/prM/M/E HQO012509
51222 1995 RJ NA ND NA Fem C/prM/M/E HQO012510
52477 1995 RJ NA ND NA Fem C/prM/M/E HQO012511
55769 1996 RS* DF ND 10 Male C/prM/M/E HQO012512
55803 1996 BA NA S NA Fem C/prM/M/E HQ012513
58448 1997 RN DF ND NA Male C/prM/M/E HQO12514
59382 1997 RN DHF/Fatal ND NA Male C/prM/M/E HQ012515
63291 1998 RJ DF ND 16 Male C/prM/M/E HQO012516
64625 1999 RJ DF ND 34 Male C/pr/M/E HQO12517
66985 2000 RJ DF ND 39 Male C/prM/M/E HQ012518
67955 2000 RJ DHF ND 27 Male C/prM/M/E HQO012519
69221 2001 RJ DF ND 28 Male C/prM/M/E HQ012520
72308 2001 RJ DF ND 62 Fem C/prM/M/E HQO12521
75103 2002 RJ DF ND &1 Masc C/prM/M/E HQ012522
76012 2002 ES NA ND 41 Fem C/prM/M/E HQ012523
77395 2003 ES NA ND 50 Male C/prM/M/E HQ012524
86977 2007 RJ DHF ND 7 Male C/prM/M/E HQ012525
88034 2007 RJ DF ND 12 Male C/prM/M/E HQO012526
0030 2008 RJ DF S 13 Male C/pr/M/E HQO12527
0832 2008 RJ DHF 5 8 Fem C/prM/M/E HQ012528
066 2009 BA DF ND 1 month  Male C/prM/M/E HQO012529
0145 2009 ES DF ND 16 Male C/prM/M/E HQO012530
023 2010 RJ DF ND 73 Male C/prM/M/E HQ012531
0199 2010 R DSS S 50 Fem C/prM/M/E HQO012532
39145 1990 RJ DF ND 41 Fem Complete CR HQ012538
41768 1990 RJ DF ND 10 Male Complete CR HQ012533
42727 1991 RJ DF P NI Fem Complete CR HO012534
48622 1994 CE NA ND NI Fem Complete CR HQO012535
61310 1998 RJ DF ND 47 Fem Complete CR HQO012536
64905 1999 RJ DF ND 52 Fem Complete CR HQ012537
0337 2008 RJ Fatal 5 5 days NA Complete CR MNA
0450 2008 RJ DF Fatal 5 46 Male Complete CR NA
0690 2008 RJ DHF/Fatal S 32 Male Complete CR HQO026763
BA: Bahia, CE: Ceara, RJ: Rio de Janeiro, RS: Rio Grande do Sul, RN: Rio Grande do Norte, ES: Espirito Santo; DF: Dengue Fever; DHF: Dengue Hemorrhagic Fever; DSS:
Dengue Shock Syndrome; Fem: Female; Male; C/prM/M/E: Capsid/pré-membrane/Membrane/Envelope; Complete CR: Complete coding region;
*Imported case; NA: Not available; ND: Not done; P: primary infection; S: secondary infection.
doi:10.1371/journal.pntd 0002095 £002

from Southeast Asia, suggesting the direct transmission from that
region to the Americas [23].

In Brazil, the fist DHF/DSS cases were reported after the
DENV-2 introduction in Rio de Janeiro [13,24,25], which spread
to other states in the country. Phylogenetic analysis of DENV-2
strains circulating at that time confirmed the genotype circulating
in Southeast Asia [26,27]. This observation was further corrob-
orated in an extensive analysis of viruses from the states of Rio de

Janeiro (1990 and 1995), Ceara (1994), Bahia (1994 and 1999),

Maranhio (1996 and 1998), Mato Grosso (1997), Para (1998), Rio
Grande do Norte (1998), Paraiba (1999) Sergipe (1999), Espirito
Santo (1995 and 2000) and forty strains isolated in Pernambuco
(1995-2002) [28.29].
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After seven years without activity in Brazil, DENV-2 re-
emerged in April of 2007 in the state of Rio de Janeiro causing the
more severe dengue epidemic in the county in 2008 [30,31].
Phylogenetic analysis of DENV-2 circulating in 90’s and after its
re-emergence identified two distinct lineages within the Southeast
Asian genotype [32].

In the present study, the analysis based on the sequencing of the
C/prM/M/E genes (2,325 bp) from 25 DENV-2 Brazilian
isolates divided those strains in two distinct groups, one formed
by DENV-2 isolated from 1991 to 2003 and another with strains
isolated from 2007 to 2010 following the re-emergence of this
serotype in the country. Corroborating previous phylogeny [26—
29] strains isolated from 1991to 2003 were classified as Southeast
Asian genotype, Lineage | and presenting similarities with the
Brazilian strain BR64022/98 and the strain Jamaica/83. Howev-
er, the strains isolated between 2007 and 2010, showed higher
similarity with the swain DR59/01, from the Dominican
Republic, representing the Southeast Asian genotype, Lineage
II, corroborating the analysis by Oliveira ef a/ [32]. A study by
Aquino et al [33] demonstrated that DENV-2 strains from
Paraguay could also be grouped into two distinct lincages within
the Southeast Asian genotype and suggested the introduction of a
new lineage possibly associated a serotype shift from DENV-3 to
DENV-2, as observed in Brazil in 2007 and 2008 [31].

The absence of DENV-2 circulation in the years prior to its re-
emergence and the high similarity observed between those viruses
and the strain isolated in the Dominican Republic in 2001,
suggests the introduction of a new lineage of DENV-2 causing the
2008 epidemic in Brazil. Romano ¢ al [34] also demonstrated that
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Table 3. Strains representative of the different DENV-2 genotypes and strains used as outgroup for comparison purposes.
Strain # Year of isolation Country Genotype GenBank Accession #
BR64022 1998 Brazil Southeast Asia (Lineage I) AF489932
BID-V3496 1990 Venezuela Southeast Asia (Lineage ) G0868540
N.1409 1983 Jamaica Southeast Asia (Lineage [) M20558
BID-V2683 1999 Nicaragua Southeast Asia (Lineage II) GQ199895
BID-V2996 2007 Nicaragua Southeast Asia (Lineage II) GQ199868
BID-V595 2006 Puerto Rico Southeast Asia (Lineage II) EU482726
BID-V1439 2005 Puerto Rico Southeast Asia (Lineage II) EU687216
DR23/01 2001 Dominican Republic Southeast Asia (Lineage I} AB122020
DR59/01 2001 Dominican Republic Southeast Asia (Lineage II) AB122022
BID-V3653 2008 Brazil Southeast Asia (Lineage II}) GU131885
China-04 1985 China Asian |l AF119661
New Guinea C 1544 New Guinea Asian Il AF038403
Strain 44 1989 China Asian Il AF204177
TB16i 2004 Indonesia Asian | AY858036
98900666 DSS DV-2 1998 Indonesia Asian | AB189124
IQT1797 1995 Peru American AF100467
strain 131 1992 Mexico American AF100469
isolate 1328 1977 Puerto Rico American EU056812
Dak Ar D75505 1991 Senegal Sylvatic EF457904
DENV-1-SGEHI(D1)1494Y08 2008 Singapore GU370049
BRDEN3 290-02 2002 Brazil EF629369
DENV-4-Guangzhou B5 2000 China AF289029
doi:10.1371/journal. pntd 0002095 1003

DENV-2 strains isolated in Sao Paulo State in 2010 were in a
monophyletic group with the strains circulating in Rio de Janeiro
in 2007 and 2008 and that those were closely related to strains
solated in Cuba and Dominican Republic, with a small genetic
distance, suggesting that this new lincage of DENV-2 re-emerged
in of Brazil may have been imported the Caribbean. Although
genetic variants of DENV have been implicated in disease severity
in the past [35,36], it was with the advance of evolutionary studics
based on phylogenetic analysis combined to epidemiological data
that genotypes within the distinct serotypes were associated with a
greater or lesser disease severity [11,37-40].

The strain isolated from a DHF case in 2000 (strain R]/67922/
2000) presented an exclusive substitution on prM 45 (T—1) when
compared to the other strains analyzed in this smdy. However,
substitutions related to DHF/DSS cases were identified on prM, 5
and prMy, [41].

Substitutions were found on the residues Ejoq (V—1) and E5;
(L—Q), and these are related to the division of the Southeast Asian
genotype in two distinct clades, corroborating the observations
that amino acids on Ejsq and E,s; are in critical markers for
genetic classification of DENV [33,42].

All 34 strains analyzed in this study presented an asparagine
(N} on Esq, previously characterized as a probable trigger for
DHF detected in strains of Asian origin [43]. Mutations on the
flaviviruses domain III of E protein can induce virulence or
attenuation of the virus to escape from the immune system
[44,45] and in this study, changes were observed throughout
this domain (aa 297 to 394). The DHF case, which culminated
in death (59382/1997) showed amino acid differences only in

March 2013 | Volume 7 | Issue 3 | e2095

132



Apéndice 11.4

Twenty Years of Dengue Type 2 Activity in Brazil

@ BR63291/RJ1998

@ BR69221/RJ/2001

® BR7E012/ES2002

@ BRE7955/RJ/2000
@ BR75103/RJ2002

@ BR72308/RJ2001

@ BR77395/E5/2003
@ BRS5803/BA/1996
@ BR48578/CE/1994
@ BR55769/RS/1996

® BR58448/RN/H1897
@ BR52477/RJ/1995
@ BR59382/RN/I1897
[ AF489932 1/BR/1998
@ BR44298/BA/1991
@ BR64625/RJ1999
@ BRE6985/RJ2000
® BR51222/RJ/1995
L GQBE8540.1/VEM 990
GQ199895.1/NI11999
GQ199868.1/NI2007
 EU482726.1/PR/2006
2005/PRIEUBSET218
GU131885.1/BR/2008
® BRO030/RJI2008
t. BRO199/RJ/12010
@ BRO832/RJI2008
® BRO145/E5/2008
® BRE8034/RJ2007
@ BREGOTT/RI2007
@ BRO023/RJI2010
@ BRO0BB/BA/2009
M20558.1/Jamaical1983
_[AF038403,1INGI194-4 }Aman"
AF204177.1/China/1989
AYB58036 2/Indo/2004
j|Asian I
American

Lineagel

Southeast Asian

100

g

Lineagell

100 L— AB189124.1/Indo/1998

100 EU056812.1/PRM1STT
W& AF100467.1/Peru/1995
AF100469.1/Mexico/ 1992

EF457904.1/DakAr/1991 ] Sylvatic
AF289029.1/CHN/Z000/DENV-4
EF629369.1/BR/2002/DENV3
GU370049.1/SGE/2008/DENV-1

Figure 1. Maximum likelihood phylogeny based on the C/prM/M/E genes of 25 Brazilian DENV-2, 1991-2010. Black circles represent
DENV-2 sequences generated in this study. Strains representative from the four genotypes available in Genbank (www.ncbi.nlm.nih.gov) were used
for the comparison, DENV-1, DENV-3 and DENV-4 strains were used as outgroup to root the trees. The percentage of replicate trees in which the
associated taxa clustered together in the bootstrap test (1000 replicates) is shown next to the branches. DENV strains used were named as follows:
Country/strain number/state/year. RJ: Rio de Janeiro, ES: Espirito Santo, CE: Ceara, BA: Bahia, RS: Rio Grande do Sul, RN: Rio Grande do Norte.
doi:10.137 1//journal.pntd.0002095.g001

the E gene, but those differences were shared with other DF nine amino acids (aa 32—40) of some flaviviruses was designated as

cases strains, when they were compared to the strain BR64022/
98.

In this study, a substitution on prM sy was observed on the strain
0690/2008 isolated from a DHF case with a fatal outcome, on the
strain 55769/1996 from a DF case and on the strain 0199/2010..
Catteau e al [46] demonstrated that the intracellular production of
M ectodomain of all four DENV serotypes of DENV induce
apoptosis in host cells. The carboxy terminus of prM protein with
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Apopto M [46] and appears to play an important role in inducing
apoptosis and cytopathic effects [46-48].

Several changes were observed along the NS protein genes.
Studies conducted by Yabar, [49] show that mutations in NSI are
related to the development of DHF/DSS cases when they were
compared to patients with DF.

Despite the functional importance of mutations in NS genes
remains unknown, future studies can elucidate their role in the
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Figure 2. Maximum likelihood phylogeny based on the complete coding region sequencing of 9 Brazilian DENV-2, 1990-2008. Black
circles represent DENV-2 sequences generated in this study. Strains representative from the four genotypes available in Genbank (www.ncbi.nlm.nih.
gov) were used for the comparison, DENV-1, DENV-3 and DENV-4 strains were used as outgroup to root the trees. The percentage of replicate trees in
which the associated taxa clustered together in the bootstrap test (1000 replicates) is shown next to the branches. DENV strains used were named as
follows: Country/strain number/state/year. RJ: Rio de Janeiro and CE: Ceara.

doi:10.1371/journal.pntd.0002095.g002

emergence of strains and/or pathogenesis of the disease. It was not
possible to correlate the role of Lineage I emergence with an
increased severity of cases observed in the period between the
years 2007-2010. Furthermore, the occurrence of secondary
infection may have been the risk factor for the development of
more severe cascs.

In conclusion, this result shows a temporal circulation of
genetically different viruses in Brazil probably due to the
introduction of a new viral lineage from the Caribbean which
lead to the re-emergence of this scrotype after 2007, In 2007
2008, DENV-2 was responsible for most severe epidemic already
described in the country, with 787,726 cases reported and 491
deaths |31]. Moreover, the Caribbean has been suggested as an
important region for the circulation of DENV-2, importation and
exportation of strains from and to Central America and South
America [42,50,51].

In the past 20 years, DENV-2 activity in Brazil has contributed
significantly to changes in the disease morbidity and sudden age
shift [30]. In dengue endemic countrics, displacement of DENV
serotypes, genotypes and lineages have been reported previously
and have been associated with changes in the discase severity
[40,52-55]. This emphasizes the need of straightening virological

PLOS Neglected Tropical Diseases | www.plosntds.org

survetllance to monitor the emergence or re-emergence of DENV
strains with pathogenic potential to cause epidemics.

Supporting Information

Table 81 Molecular characterization of DENV-2 strains
isolated in Brazil based on the partial genes analysis.

(DOCX)

Table S2 Molecular characterization of DENV-2 isolat-
ed in Brazil based on the complete coding region
analysis.
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