ARTIGO ORIGINAL | ORIGINAL ARTICLE | ARTICULO ORIGINAL

Epidemiologia molecular dos sorotipos 2 e 3 do virus
dengue isolados no Brasil de 1991 a 2008

Molecular epidemiology of dengue virus serotypes 2 and 3 isolated in Brazil from 1991 t0 2008
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O virus dengue (DENV1-4) causa a dengue cldssica e a febre hemorrdgica da dengue / sindrome de choque da dengue
(DHF/SCD) em regides tropicais e subtropicais. O objetivo deste estudo foi avaliar os gendtipos circulantes de DENV2 e
DENV3 obtidos em distintas regides geogrdficas no periodo de 1991 a 2008. As andlises filogenéticas de DENV2
demonstraram que o gendtipo Ill (Sudeste da Asia/América), apesar das diversas alteracdes nucleotidicas e de
aminodcidos, foi o Unico a circular durante os Ultimos 19 anos. Desde a sua introducdo no estudo, em 2000, todas as
amostras isoladas de DENV3 analisadas foram agrupadas no genétipo Il (subcontinente indiano). Nao foram

encontradas evidéncias de que o DENV3 pertenca a outros gendtipos investigados.

Palavras-chave: Virus da Dengue; Febre Hemorrdgica da Dengue; Flavivirus.

INTRODUGAO

A dengue cléssica (DC) e a febre hemorrdgica da
dengue/Sindrome de choque da dengue (FHD/SCD) séo
importantes problemas de salde nas regides tropicais e
subtropicais. O nUmero crescente de pacientes com
manifestagdes clinicas graves e a expansdo de dreas
epidémicas tém levado ao surgimento de muitas pesquisas
acerca de seu agente causador, o virus da dengue (DENV),
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que é o mais disseminado e importante virus transmitido
por mosquitos, em termos de morbidade e mortalidade'**.
Uma pandemia global de dengue, que teve inicio durante
a Segunda Guerra Mundial, espalhou-se por todo o
planeta e atingiu predominantemente os paises fropicais.
De acordo com a Organizacdo Mundial de Sadde’, a DC
causa aproximadamente 5 milhées de internacoes de
criangas e, no minimo, 50 mil mortes sGo causadas por

FHD/SCD anualmente.

Os sorotipos 1 a 4 do DENV (DENV1 a DENV4)
pertencem ao género Flavivirus, da familia Flaviviridae. O
genoma dos flavivirus caracteriza-se por ter um filamento
Unico de RNA, de sentido positivo, e mede
aproximadamente 11 Kb de comprimento, de onde é
produzida uma Unica poliproteina. Esta poliproteina sofre
protedlise por protease celular e viral, de modo a gerar 10
proteinas virais, e sua ordem é 5'-C-prM(M)-E-NST-NS2A-
NS2B-NS3-NS4A-NS4B-NS5-3°¢.
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As infeccoes pelo DENV podem se manifestar com
quadros que variam de assintomdticos a subclinicos,
passando por DC a FHD/CSD, os quais podem ser
observados durante um surto de dengue. Entretanto, as
infeccoes pelo DENV geralmente levam a duas
sindromes bem conhecidas e definidas: DC e FHD. O
mecanismo pelo qual o hospedeiro infectado pelo DENV
desenvolve a doenca benigna ou severa ainda néo foi
elucidado. O proposto mecanismo dependente de
anticorpo, o qual precipita a exacerbacao clinica, sugere
que os anticorpos circulantes derivados de uma infeccéo
primdria aderem a um virus heterélogo em uma infeccéo
secunddria, o que facilita a penetragdo de particulas do
virus em células mononucleares™. Outros estudos
demonstraram que os mediadores do sistema
imunolégico do hospedeiro, como as citocinas e
complemento, podem ter uma participacdo direta na
patogénese do extravasamento de plasma, uma
caracteristica tipica da FHD™'"""2,

No Brasil, o DENV2 foi isolado pela primeira vez em
1989, de um caso importado de Uganda, Africa. Antes
deste caso, os sorotipos DENV1 e DENV4 4 haviam
causado uma epidemia em Boa Vista, Estado de Roraima,
Brasil”®. Em 1986, o DENV1 causou epidemias no Rio de
Janeiro e em outras cidades'*. Em 1990, foi observado o
primeiro surto autéctone de DENV2 no Estado do Rio de
Janeiro. A introduc@o do sorotipo DENV2 resultou em um
aumento do nimero de casos graves da doenca, com o
surgimento de védrios casos de FHD/SCD'*'*. Além disso, o
sorotipo DENV3 foi isolado no Estado de Sao Paulo a partir
de um caso importado registrado em 2000". Um ano apds
a sua infrodugéo no Brasil, o DENV3 causou um grande
surfo de dengue no Estado do Rio de Janeiro e
rapidamente se espalhou para vdrios outros estados do
Brasil .

Neste estudo, efetuamos o sequenciamento dos genes
C, prM/M e E dos sorotipos DENV2 e DENV3 em 27 cepas
originadas de diferentes dreas geogrdficas do Brasil e
coletadas em diferentes periodos entre 1991 e 2008, de
modo a investigar a epidemiologia molecular dos
sorotipos que atualmente circulam no pafs.

MATERIAIS E METODOS

ISOLAMENTO VIRAL

Vinte e sete cepas de DENV (14 de DENV2 e 13 de
DENV3) foram obtidas a partir de uma coleta de virus
realizada pela Secdo de Arbovirologia e Febres
Hemorrdgicas do Instituto Evandro Chagas (IEC). Os virus
foram isolados de amostras de soro coletadas de
pacientes clinicamente diagnosticados como casos de
DC, FHD/SCD e encefalite durante os surtos que
ocorreram entre 1991 e 2008 e de mosquitos capturados
na érea endémica (Figura 1). Os virus foram cultivados
em culturas de células de Aedes albopictus (clone C6/36).
As informacées relevantes acerca de cada isolado estéo
resumidas natabela 1.

A DENV2

® DENV3

Figura 1 — Mapa do Brasil com as localizacdes das cepas
isoladas do virus da dengue

EXTRACAO DE RNA E AMPLIFICACAO PORRT-PCR

As amostras de RNA gendmico foram extraidas
utilizando-se o reagente Trizol (Invitrogen, EUA), seguindo
as instrucées do fabricante. Os cDNAs foram sintetizados e
amplificados por RT-PCR em duas etapas, com primers
especificos para o DENV2 e o DENV3, os quais foram
desenvolvidos para gerar produtos sobrepostos
correspondentes & regiGo gendmica estrutural
C/prM/M/E, conforme mencionado anteriormente.
Inicialmente, 0,2-1 pg de RNA viral e 20 uM do primer
complementar (antisense) foram aquecidos a 90 °C por 90
s e depois colocados em gelo. A mistura de RT contendo
uma solucé@o tampdao de RT 1X (200 mM Tris-HCl [pH 8,4],
500 mM KCl), 0,2 mM de DNTP (deoxinucleotideo), 100
mM DTT (ditiotreitol), 40 U de inibidor de RNAse
(Invitrogen, EUA) e 200 U de transcriptase reversa
Superscript Il (Invitrogen, USA) foi adicionada ao RNA pré-
aquecido e o volume foi ajustado para 20 ulL. Areacéo RT
foi realizada a uma temperatura de 45 °C por 1 h, seguida
de um aquecimento a 94 °C por 10 min. Os produtos da RT
foram utilizados como moldes para a amplificacéo por
PCR. As reacées foram compostas de 20 uM para cada um
dos primers sense e antisense, tampdo de PCR 1X, T mM
de MgCl,, 0,2 uM de dNTP 5 U/ulL de Platinum Taq
Polymerase (Invitrogen) e o volume final foi ajustado para
50 pulL com d&gua livre de RNAse. As amostras foram
colocadas em um termociclador (Perkin Elmer 9600, EUA)
a uma temperatura de 94 °C por 90 s (para uma
desnaturacéo inicial); em seguida, foram realizados 35
ciclos de: 94 °C por30s, 55°C por30se 72 °Cpor 1205,
e uma etapa final de 72 °C por 5 min. Os produtos da RT-
PCR foram visualizados em gel de agarose 1,5% corado
com brometo de etideo (5n g/ml).



Tabela 1 - Descricdo das cepas de virus do estudo

Cédigo do virus Sovricizlpo Ano Histérico de passagens (EL;SZ;) Corslj,::g::cos N()Gdeiggiiso
Bel61082/H623360 DENV2 2001 Cé6/36 #1 e 2/Serum Pard Mielite Transversal AY644452
Bel63650/H628243 DENV2 2000 C6/36 #1 Paré DF AY775307
Cea2440/H527541 DENV2 1994 C6/36 #2 Ceard DHF AY775303
Cea2462/H527821 DENV2 1994 C6/36 #2 Ceard DF AY775304
Cea2463/H527822 DENV2 1994 C6/36 #1 Ceard DF AY775305
Goi4191/H666426 DENV2 2002 C6/36 #1 Goids DF AY775306
Mao12050/H723484 DENV2 2007 C6/36 #1 Maranhao DHF NR
Mig1269/H533198 DENV2 1995 C6/36 #2 Minas Gerais DF AY714061
RGN53/H506347 DENV2 1991 C6/36 #2 Rio Grande do Norte DF AY778960
Rond3308/H710686 DENV2 2006 C6/36#1 Rondénia DF NR
Ror1811/H547176 DENV2 1996 C6/36 #2 Roraima DF AY778961
Ror1812/H547177 DENV2 1996 C6/36 #2 Roraima DF AY778962
Toc2016/H508744 DENV2 1991 C6/36 #2 Tocantins DF AY642588
Toc4553/H739202 DENV2 2008 C6/36 #1 Tocantins DF NR
Am2394/H657637 DENV3 2002 Serum Amazonas Mielite Transversal AY632355
Bel70617/H652477 DENV3 2002 Serum Pard DF AY960625
Bel73318/H668518 DENV3 2003 Cé6/36 #1 Pard DF AY960628
Cea4739/H656814 DENV3 2002 Serum Ceard DF AY960629
Goil099/H666425 DENV3 2003 C6/36 #1 Goids DHF AY960630
Goil100/H666426 DENV3 2003 C6/36 #1 Goids DHF AY960631
Mto3103/H650477 DENV3 2002 C6/36 #1 Mato Grosso DF AY960632
Rgn576/H665993 DENV3 2003 C6/36 #1 Rio Grande do Norte DF AY960633
Ror3832/H651502 DENV3 2002 Serum Roraima DF AY960634
Ror3845/H651515 DENV3 2002 C6/36 #1 Roraima DF AY960635
BeAR713527 DENV3 2006 Pool de mosquitos Tocantins - NR
BeAR713531 DENV3 2006 Pool de mosquitos Tocantins - NR
BeAr713566 DENV3 2006 Pool de mosquitos Tocantins - NR

# = NUmero de passagens no substrato celular C6/36; SR: Sem registro.

SEQUENCIAMENTO NUCLEOTIDICO E ANALISES
SEQUENCIAIS

Os produtos da RT-PCR foram purificados com o
QlAquick gel extraction kit (Qiagen, Inc., Valencia, CA). O
cDNA purificado foi utilizado como molde para o
sequenciamento com o kit Big Dye Terminator 3.0 (Applied
Biosystems, Inc., EUA), seguindo as orientacdes do
fabricante. O sequenciamento foi realizado utilizando o
equipamento ABl Prism 377 (Applied Biosystems). As
sequéncias nucleotidicas foram analisadas e editadas com
o software SeqMan (DNASTAR, Lasergene software
package). A andlise filogenética foi realizada por meio de
alinhamentos sequenciais progressivos multiplos de pares,
utilizando o CLUSTAL W (software Megalign; Lasergene
software package DNASTAR).

Uma sequéncia de pares de base abrangendo os genes
das proteinas estruturais C-prM-E foi utilizada para
comparar os 14 isolados descritos e 22 sequéncias
anteriormente publicadas de DENV2 coletadas do
GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov). Um total de 1.977
bases dos genes M e E foram utilizadas para realizar a
comparacéo dos 13 isolados com as 27 sequéncias
previamente publicadas de DENV3. A sequéncia de
DENV2 (cepa Jamaica, nimero de acesso M20558) foi
usada como um outgroup.

As andlises filogenéticas foram executadas com valores
de bootstrap de mil pseudorréplicas, pelo método de

neighbor-joining (NJ) Kimura-2-parameter (software
MEGA?2.1).

RESULTADOS

ANALISE DO DENV?2

Determinamos a sequéncia nucleotidica completa do
genoma estrutural de 14 isolados de DENV2 de pacientes
com diferentes padrées de gravidade da doenca (Tabela
1). As diferencas de nUmeros de nucleotideos na
comparacdo entre todos os virus estudados e a cepa
Jamaica (Jam83) do DENV2 revelaram uma grande
semelhanca (89,0 a 99,9%) de sequéncias nucleotidicas
entre os nossos isolados. A semelhanca média entre os
subtipos de DENV2 foi de 89,5 e 99,8% para as sequéncias
de nucleotideos e aminodcidos, respectivamente.

A classificacdo dos genétipos adotada foi a proposta por
Rodriguez-Roche et al”” e Vasilaks e Weaver” que utilizou o
gendtipo selvagem como outgroup. A drvore filogenética
elaborada para as sequéncias nucleotidicas C/prM/M/E de
nossos isolados de DENV2 agrupou todos os isolados no
gendtipo Jamaica (Figura 2; gendtipo lll). Além disso, nossos
isolados de DENV2 foram mais proximamente relacionados
com a cepa coletada no Brasil (RJ2000; FJ850072) e com
uma cepa Jamaica de DENV2 (JAM1983; M20558). O
gendtipo asidtico (lll) foi dividido em quatro linhagens
diferentes, que represenfam as cepas provenientes do
sudeste da Asia/América, Asia |, Asia Il e Asia lll.
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BRBeH527541-CE-1994
BRBeH527822-CE-1994
BRBeH527821-CE-1994
BRBeH506347-RN-1994
BRBeH628243-PA-2002
BRBeH623360-2001
BRBeH533198-MG-1995
FJ850072-BR-2000
BRBeH710686-RO-2006
—M20558-Jam-1983
BRBeH723484-MA-2007

BRBeH739202-TOC-2008
BRNE-GQ19989-2008

Sudeste
Asidtico / Americano

78] FJ744708-N1-2007
GQ199895-NI-1999 Gendtipo
Asidtico
GQ199898-NI-2001
100

BRBeH606388-GO-2002
—I:BRBeH508744-TOC-1 991
BRBeH547176-RR-1996
L BRBeH547177-RR-1996
L M32941-NGC-1944
U87411-Thai-1964
D00345-Thai-1980
U31951-Thai-1993
AF100464-Thai-1996
AF100459-Thai-1994
DQ645548-TW-2002
{ EU482672-VN-2006
L04561-Mex-1983
AF100469-Mex-1992

92

77

99

Asidtico

100

Cosmopolitano

100 AF100465-Ven-87
AF100467-Per-1995 ™.
Gendtipo
AF100468-Per-1996 Americano
EF105379-Mal-1970
|—EF105378—GUineo—1981
L EF105380-1C-1980 »
Gendtipo
Silvestre

|_|
0.005

Comparac@o com as 22 sequéncias obtidas do Genbank. Os valores de bootstrap foram calculados apés mil réplicas e apenas os ramos principais
foram listados. Os virus DENV2 do estudo estdo em vermelho. Os ndmeros de acesso do GenBank para os isolados brasileiros estéo apresentados na
tabela 1, enquanto os de sequéncias previamente publicadas estdo apresentados na figura.

Figura 2 — Andlises filogenéticas dos isolados de DENV2 do Brasil

As sequéncias de aminodcidos prM/M/E de todos os
14 isolados brasileiros de DENV2 demonstraram que
essas proteinas estavam bastante conservadas. Apenas
cinco posigdes nos genes prM/M/E variaram nos cinco
isolados, sendo que o aminodcido 14 do gene prM, o
qual era uma glicina (V — G) em quatro cepas, foi o que
mais variou. O isolado BeH527822 acumulou duas
mudancas nas posicoes prM/M 58 (Q — P) e 60 (E — D),

como demonstrado na tabela 2. No gene E, 12 posicées
de aminoécidos se mostraram varidveis, sendo que E53
(P—>L) e E269 (E — K) foram observadas em quatro e
dois isolados, respectivamente. Os isolados mais
varidveis foram BeH527822, BeH666426 e
BeH547176, que apresentaram mudancas em quarto
posicdes. A Unica que foi observada em todos eles foi a
E53 (P— L) (Tabela 2).



Tabela 2 — Diferencas de aminodcidos entre as sequéncias de genes M/E do DENV2 brasileiro

DENV2
Gene PosicGo™  Hg23360" H628243 H527541 H527821 H527822 H666426 H547176 H547177 H533198 H506347 H508744

(Encefalite) (FD) (FHD) (FD) (FD) (FD) (FD) (FD) (FD) (FD) (FD)

PrM 14 \ \ \ G G G \% \% \ G \
28 E E E E E E E E E E E

58 Q Q Q Q P Q Q Q Q Q Q

60 E E E E D E E E E E E

6 C C C R C C C C C C C

93 \ \ \ \% \% \% G \% \% \% \

E 6 I M | | | I | | | | I
53 P P P L L P L L P P P

54 A A A A A A G A A A A

185 C C C C C G C C C C C

208 \ \ \ \ E \% \% \% \% \ \

262 T T T T T T K T T T T

264 L L L L L L F L L L L

269 E E K E K E E E E E E

273 S S S S A S S S S S S

273 S S S S S L S S S S S

303 T T T T T S T T T T T

405 T T T T T P T T T T T

*NUmero referente & posicdo do aminodcido na porcdo aminica terminal da proteina; ' Cédigo da amostra.

ANALISE DO DENV3

A homologia das sequéncias nucleotidicas entre as
cepas do virus DENV3 variou entre 89,7 e 100%. As
sequéncias deduzidas de aminodcidos nas posicdes
prM/M e E em todos os dez isolados de DENV3 mostraram
que suas proteinas apresentavam-se bastante
conservadas, com uma taxa de similaridade variando entre
93,2 e 100%. A homologia sequencial média foi de 94,8%
e 96,6% para as sequéncias de nucleotideos e
aminodcidos, respectivamente.

A arvore filogenética desenvolvida para os isolados de
DENV3 teve por base o alinhamento de sequéncias
observado na regido E/NS1 (992-2550 ni), utilizando-se
dos critérios de divisdo dos gendtipos descritos por

Lanciotti*. Todos os isolados de DENV3 foram identificados
como membros do gendtipo Il (subcontinente indiano) e
foram agrupados em dois subclados (A e B). O subclado A
contém as cepas latino-americanas e é considerado

geneticamente mais proximo das cepas do subclado B
isoladas em Sri Lanka (L11437,L11438) (Figura 3).

Avariabilidade das sequéncias de aminodcidos para os
isolados de DENVS3 restringiu-se a uma posicdo no gene M
(M86 H — R), enquanto que foram encontradas variacdes
em 6 posicdes no gene E (Tabela 3). As posicées que mais
apresentaram variacdo foram E6 (| — V), E89 (Q —> P) e
E246 (Q — P). Os isolados BeH657637 e BeH665993
acumularam mudancas em trés das seis posicdes varidveis
dos aminodcidos (Tabela 3).

Tabela 3 - Diferencas de aminodcidos entre as sequéncias de genes M/E do DENV3 brasileiro

DENV3
Gene Posicio  H57637" H666425 H666426 H650477 H656814 H652477 H665993 H651502 H651515 H668518 AY038605 R)
(FD) (FHD) (FHD) (FHD) (FD) (FD) (FD) (FD) (FD) (FD) (FD)
M 86 H R H R H R H H H R R
E 6 \% \ \% | | \% | | | \% \%
53 L L L L M L M L L L L
89 P P Q P Q Q Q P P P P
246 P P Q P Q P Q P P P P
251 E E E E E E K E E E E
320 I I | | | | | | | | \%
321 K K K K K K K K K K K
325 K K K K K K K K K K K

. - . ~ L )  tea
*NUmero referente & posicdo do aminoécido na porgéo aminica terminal da proteina; ' Cédigo da amostra.
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70

83

62

90

—
0.005

BRBeH652477-PA-2002
BRBeH668518-PA-2003
BRBeH651502-RR-2002
AY038605-RJ-BR-2001
—BRBeH650477-MT-2001
BRBeH656814-CE-2002
IFBRBeH651 515-RR-2002 A

’_{BRBeHééé425-GO-QOO3

BRBeH666426-GO-2003
BRBeH665993-RN-2003
BRBeH657637-AM-2002
BRBeAR713527-TOC-2006 1l
*{BRBeARﬂ 3531.TOC-2006
BRBeAR713566-TOC-2006
L AY679147-RJ-BR
L11430-Mozam-1985
90| q,L11437-5L-1989
L11438-SL-1991
L11424-Ind-1984 B
L11436-5L-1985
L11431-5L-1981
84| |_—L11435-Som-1986
L11442Thai-1987
L11620-Thai-1973
L11441Thai-1986
L11440Thai-1962 I
L11423-Phil-1956
M93130-H87-Phil-1956
L11432-Phil-1983
AB189126-Indo-1998
AB189127-Indo-1998
L11428-Indo-1985
L11429-Mal-1974
111426-Indo-1978 |
L11427-Indo-1978
L11425-Indo-1973
L11422-Fiji-1992
L11619-Tahi-1989
L11433-PR-1963
100[L1 1439-Tahi-1965

M20558-Jam-1983

Gendtipo

Gendétipo

Gendétipo

Gendtipo IV

Comparagéo com as 41 sequéncias que representam os gendtipos | a IV obtidas do Genbank. Os valores de bootstrap foram calculados apés mil
réplicas e apenas os ramos principais foram listados. Os virus DENV3 do estudo estdo em vermelho. Os nGmeros de acesso do GenBank para os isolados
brasileiros estdo apresentados natabela 1, enquanto os de sequéncias previamente publicadas estdo apresentados na figura.

Figura 3 - Andlises filogenéticas do DENV3

DISCUSSAO

Adivergéncia entre sequéncias nucleotidicas (10,5%)
para o DENV2 obtida neste estudo sugere um acimulo
de mutagdes durante o periodo de alta circulacao deste
sorotipo do DENV?. De fato, o DENV2 circula no Brasil
por quase duas décadas; no entanto,
surpreendentemente tem havido uma baixa incidéncia
de casos de FHD se comparado com outros paises.
Desde a introducéo do DENV3, em 2002, o nimero de
casos de FHD tem aumentado drasticamente, o que
sugere uma alta viruléncia deste sorotipo™. Estudos
anteriores sobre o DENV2 nas Américas |d haviam
demonstrado que a emergéncia da FHD foi relacionada
& introducdo de um genétipo asidtico no Caribe”.

Nossos dados confirmam que este gendtipo do DENV2
tem sido predominante por todos os 19 anos de
circulacdo do DENV no Brasil.

Segundo a classificacéo proposta por Rodriguez-Roche
et al”” e Vasilaks & Weaver”, o DENV2 é agrupado em trés
gendtipos, sendo que os seus gendtipos Il e IV circulam
nas Américas. O genétipo Il circulou em todos os paises
das Américas e teve como protétipo a cepa Jamaica, que
tem sido associada a casos de FHD. O gendtipo IV
(americano) tem sido associado a cepas de viruléncia mais
baixa e & DC, apenacs. E importante observar que este
gendtipo tem circulado somente no subcontinente
americano”®. Em nosso estudo, nenhuma das sequéncias
brasileiras analisadas foram incluidas no gendtipo IV



(americano) do DENV2. Na verdade, todas as sequéncias
foram agrupadas no genétipo Il (Figura 2).

Os primeiros estudos comparando a sequéncia
nucleotidica do gene de 12 isolados de DENV2 néo
mostraram qualquer correlacdo entre a gravidade da
doenca e a sequéncia de nucleotideos ou de
aminodcidos”. Mesmo estudos mais detalhados sobre o
genoma completo do genétipo do DENV2 do sudeste da
Asia néo conseguiram identificar sitios especificos que
determinassem sua viruléncia®®'. Leitmeyer et al®
conduziram uma andlise mais consistente da diversidade
genética do DENV2. Este estudo identificou uma
substituicio do aminodcido na posicdo E390 como
determinante primdrio da dengue grave. No caso do
gendtipo americano, foi descoberto que os casos de DC
eram associados & presenca de dcido aspdrtico (Asp-D),
que pode alterar as interacbes com os receptores
celulares. No entanto, os resultados obtidos com 14
sequéncias de DENV2 em nosso estudo identificaram um
Asn na posicéo E390 em todas as sequéncias analisadas
qguando comparadas as 14 cepas e as cepas dos gendtipos
asidtico e americano™. Os resultados indicam que o
DENV2 brasileiro analisado tem o potencial de causar
FHD, o que se mostra consistente com os dados
apresentados por pesquisas com isolados originados da
Venezuela™.

A mudanca do aminoécido E390 estd localizada na
regiGo carboxilica terminal lll (aa 303-395) na superficie
lateral, que deve conter residuos envolvidos no tropismo e
na virulancia de diferentes flavivirus™**. No gene E de 14
virus brasileiros analisados, 12 mudancas séo observadas
e apenas cinco substituicdes de aminodcidos foram
associadas de forma significativa a uma mudanca de
cardter e polaridade. Essas posicoes foram: E208 (Val/V —
Glu/E), 262 (Thr/T — Lys/K), 273 (Ser/S — Leu/L), 274
(Ser/S — Ala/A) e 405 (Thr/T — Pro/P). Todas as
mudancas de aminodcidos s@o apresentadas na tabela 2.
As mudancas foram observadas no ectodominio Il ou fora
do ectodominio da proteina, como no residuo 405 da
amostra H666426/Goi4191. Algumas mudancas
apresentadas na tabela 2, como a E262 e 264, que séo
observadas em H547176/ROR1811 e na cepa viral
origindria da Venezuela (AF100466), sugerem que o virus
tenha se originado naquele pafs, confirmando entdo a
existéncia de duas formas de introducdo do DENV2 no
Brasil.

Nas Oltimas duas décadas, o DENV3 tem causado
epidemias de FHD no sudeste da Asia, leste da Africa e
América Latina. A primeira andlise filogenética da proteina
E deste sorotipo da dengue resultou na identificacéo de
quatro gendtipos distintos™. Em geral, os gendtipos podem
ser agrupados segundo a sua origem geogrdfica:
Américas, subcontinente indiano, Tailandia e sudeste da
Asia/Pacifico Sul®.

O gendtipo de DENV3 que circulou nas Américas até
1989 apresentava um baixo potencial epidémico e foi
isolado apenas de pacientes com DC. Entre 1980 e 1990,

dois novos gendtipos foram introduzidos na regido do
Pacffico Sul e nas Américas: o genétipo do sudeste da Asia
(gendtipo 1) é associado a grandes epidemias de FHD no
Taiti e em Fiji*’, e o gendtipo do subcontinente indiano
(gendtipo lll) foi introduzido na América Central na década
de 1990 pela Nicardgua®***"*.

Em 1994, o DENV3 ressurgiu nas Américas, causando
um pequeno surto associado & DC no Panamd. O virus se
alastrou em direcéo ao norte da América Central até a

. . . 412 . . -
Nicardgua e México™ . Sete anos apds a sua introducdo
nas Américas, o DENV3 se espalhou pela América do Sul
até a Venezuela, Paraguai e Brasil, causando grandes

i . 42,43,17,44,45
epidemias .

Os 13 isolados brasileiros de DENV3 em nosso estudo
foram coletados em diferentes regides, e, juntamente com
os isolados obtidos em paises vizinhos****°, foram todos
agrupados no gendtipo Il (subcontinente indiano). Eles
sGo geneticamente diferentes da cepa de DENV3 que
circulou nas Américas na década de 1960, que pertencia
ao gendtipo V7. E possivel que esta variabilidade
acumulada seja o resultado de sua répida disperséo e do
aumento em sua replicacdo viral. Esta hipdtese é
corroborada pelos valores de bootstrap de
aproximadamente 84% mostrados pela darvore
filogenética desenvolvida segundo o método neighbor-
joining (Figura 3). A variabilidade da cepa de DENV3
(gendtipo 1ll) pode ser creditada as suas mdltiplas
introducées no Brasil, que deu ensejo & classificacdo em
subgrupos de acordo com sua origem e ano de isolamento
de sua cepa viral (Figura 3).

A transmissdo local do DENV3 foi detectada
inicialmente no Estado do Rio de Janeiro em dezembro de
2000. No verdo de 2001, ocorreu a primeira epidemia
autéctone na Cidade do Rio de Janeiro, com um alto
nimero de casos de FHD. Em seguida, houve uma
disseminacéo deste gendtipo por todo o Brasil. Todos os
virus isolados pertenciam ao genétipo Ill, semelhante ao
que circulava no Sri Lanka, corroborando o que |d havia
sido descrito em estudos anteriores”***’. Com base na
cronologia do isolamento do virus, nossos resultados
demonstram que a dispersdo do gendtipo Il do virus
DENV3 no Brasil ocorreu no sentido Sudeste-Norte. Esses
achados diferem daqueles apresentados por Figueiredo et
al®®, que apontavam para a circulagdo do genétipo | no
Estado de Minas Gerais, Sudeste do Brasil, e por Aradjo et
al® que sugeria a formacdo de um novo gendtipo (V), que
agruparia as cepas de DENV3 do Brasil, China e Japéo. As
diferencas nos resultados mostram que a circulacdo de
novos gendtipos pareceu se restringir a uma regido
especifica do Brasil ou a um certo periodo de tempo. Este
fato faz surgir algumas questées importantes: Por que
outras cepas destes gendtipos ndo puderam ser
identificadas? Esta cepa reserva um potencial de
transmissdo? Portanto, a emergéncia e o surgimento de
outros ou novos gendtipos devem ser mais investigados.
Estes estudos devem incluir a andlise as sequéncias
completas do genoma do virus DENV3 e de seu perfil
epidemiolégico.
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CONCLUSAO

Nosso estudo sugere que a baixa variabilidade
genética do DENV2 circulante no Brasil pode explicar a
baixa incidéncia de casos graves da doenca registrados
até o presente momento. No entanto, a disseminacdo em
massa do gendtipo Il do DENV2, o qual apresentou uma
maior variabilidade que o DENV3, pode ter ocasionado
um actmulo de mudancas genéticas associadas ao
aumento da viruléncia, ao status imunolégico e outros
fatores importantes descritos. Este fato poderia explicar o
grande nUmero de casos graves de dengue deste a
introducéo de DENV2 e DENV3 no Brasil.
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Molecular epidemiology of dengue virus serotypes 2 and 3 isolated in Brazil from 1991 to
2008

ABSTRACT

The dengue virus (DENV1-4) causes dengue fever and dengue hemorrhagic fever/dengue shock syndrome (DHF/DSS) in
tropical and subtropical areas. The aim of this study was to evaluate the circulating genotypes of DENV. This was
accomplished by sequencing the PrM and E genes of Brazilian isolates of DENV2 and DENV3 that were obtained between
1991 and 2008 from various geographic regions. Phylogenetic analyses of DENV2 demonstrated that the genotype Il
(Southeast Asian/American), in spite of several nucleotide and amino acid changes, was the only one that circulated over
the past 19 years. Since its introduction in 2000, the DENV3 isolates that have been analyzed have all grouped into
genotype lll (Indian subcontinent) and there has been no evidence of DENV3 belonging to other genotypes in this study.

Keywords: Dengue Virus; Dengue Hemorrhagic Fever; Flavivirus.

Epidemiologia molecular de los serotipos 2 y 3 del virus dengue, aislados en Brasil de
1991 a 2008

RESUMEN

El virus dengue (DENV1-4) causa el dengue cldsico y la fiebre hemorrdgica del dengue / sindrome de choque del dengue
(FHD/SCD) en regiones tropicales y subtropicales. El objetivo de este estudio fue el de evaluar los genotipos circulantes de
DENV2 y DENV3 obtenidos en distintas regiones geogrdficas en el periodo de 1991 a 2008. Los andlisis filogenéticos de
DENV2 demostraron que el genotipo Ill (Sudeste de Asia/América), a pesar de las diversas alteraciones nucleotidicas y de
aminodcidos, fue el Unico que circulé durante los Gltimos 19 afos. Desde su introduccién en el estudio, en el afio 2000,
todas las muestras aisladas de DENV3 analizadas, fueron agrupadas en el genotipo Il (subcontinente indio). No se
encontraron evidencias de que el DENV3 pertenezca a ofros genotipos investigados.

Palabras clave: Virus del Dengue; Fiebre Hemorrdgica Dengue; Flavivirus.
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