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RESUMEN

El virus dengue (DENV1-4) causa el dengue clésico 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 perfodo 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 otros genotipos investigados.

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

INTRODUCCION epidémicas ha sido propicio a que surgieran muchas
investigaciones acerca de su agente causador, el virus del
dengue (DENV), que es el mdas difundido e importante virus
transmitido por mosquitos, en términos de morbilidad y
mortalidad'*®. Una pandemia global de dengue, que tuvo
inicio durante la Segunda Guerra Mundial, se extendié por
todo el planeta y alcanzé, predominantemente, a los
paises tropicales. De acuerdo con la OMS’, la DC causa
aproximadamente 5 millones de internaciones de nifios y,
como minimo, el FHD/SCD causa 50 mil muertes anuales.

El dengue clésico (DC) y la fiebre hemorrdgica del
dengue/Sindrome de choque por dengue (FHD/SCD) son
importantes problemas de salud en las regiones tropicales
y subtropicales. El nimero creciente de pacientes con
manifestaciones clinicas graves y la expansién de dreas
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Los serotipos 1 a 4 del DENV (DENV1 a DENV4)
pertenecen al género Flavivirus, de la familia Flaviviridae.
El genoma de los flavivirus se caracteriza por tener un
filamento Unico de ARN, de sentido positivo y mide
aproximadamente 11 Kb de largo, en donde es
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producida una Unica poliproteina. Esta poliproteina sufre
protedlisis por proteasa celulary viral, de modo a generar

25



26

10 proteinas virales, y su orden es 5'-C-prM(M)-E-NST -
NS2A-NS2B-NS3-NS4A-NS4B-NS5-3°,

Las infecciones por el DENV pueden manifestarse con
cuadros que varian de asintomdticos a subclinicos,
pasando de DC a FHD/CSD, los que pueden observarse
durante un brote de dengue. Sin embargo, las infecciones
por DENV generalmente llevan a dos sindromes bien
conocidas y definidas: DCy FHD. El mecanismo por el cual
el huésped infectado por DENV desarrolla la enfermedad,
benigna o severa, todavia no ha sido elucidado. El
propuesto mecanismo dependiente de anticuerpo, que
precipita la exacerbacién clinica, sugiere que los
anticuerpos circulantes derivados de una infeccién
primaria adhieren a un virus heterélogo en una infeccién
secundaria, lo que facilita la penetracién de particulas del
virus en células mononucleares’®. Otros estudios
demostraron que los mediadores del sistema
inmunolégico del huésped, como las citocinas y
complementos, pueden tener una participacién directa en
lo patogénesis de la extravasaciéon de plasma, una
caracteristica tipica del FHD *'*""",

En Brasil, el DENV2 fue aislado por primera vez en
1989, de un caso importado de Uganda, Africa. Antes de
este caso, los serotipos DENV1 y DENV4 ya habian
causado una epidemia en Boa Vista, Estado de Roraima,
Brasil. En 1986, el DENV1 causé epidemias en Rio de
Janeiro y en ofras ciudades'*. En 1990, fue observado el
primer brote autéctono de DENV2 en el Estado de Rio de
Janeiro. La introduccién del serotipo DENV2 resulté en un
aumento del nimero de casos graves de la enfermedad,
con el surgimiento de varios casos de FHD/SCD'™'.
Ademds, el serotipo DENV3 fue aislado en el Estado de
Sao Paulo a partir de un caso importado registrado en el
afio 2000". Un afio después de su introduccién en Brasil,
el DENV3 causé un gran brote de dengue en el Estado de
Rio de Janeiro y rédpidamente se extendié a varios otfros
estados de Brasil .

En este estudio, efectuamos la secuenciacién de los
genes C, prM/M y E de los serotipos DENV2 y DENV3 en
27 cepas originadas de diferentes dreas geogrdficas de
Brasil y colectadas en distintos perfodos entre 1991 y
2008, de modo a investigar la epidemiologia molecular de
los serotipos que actualmente circulan en el pas.

MATERIALY METODOS
AISLAMIENTO VIRAL

Se obtuvieron veintisiete cepas de DENV (14 de DENV2
y 13 de DENV3) a partir de una colecta de virus realizada
por la Seccién de Arbovirologia y Fiebres Hemorragicas del
Instituto Evandro Chagas (IEC). Los virus fueron aislados de
muestras de suero colectadas de pacientes clinicamente
diagnosticados como casos de DC, FHD/SCD y encefalitis
durante los brotes que ocurrieron entre 1991y 2008, y de
mosquitos capturados en el drea endémica (Figura 1). Los
virus se cultivaron en células de Aedes albopictus (clone
C6/36). Las informaciones relevantes acerca de cada
aislado estdn resumidas en el tabla 1.

A DENV2

® DENV3

Figura 1 — Mapa de Brasil con las localizaciones de las
cepas aisladas del virus del dengue

EXTRACCION DE ARN Y AMPLIFICACION POR RT-PCR

Las muestras de ARN gendmico se exirajeron
utilizandose el reactivo Trizol (Invitrogen, EUA), siguiendo
las instrucciones del fabricante. Los cDNAs fueron
sintetizados y amplificados por RT-PCR en dos etapas, con
primers especificos para el DENV2 y el DENV3, que fueron
desarrollados para generar productos sobrepuestos
correspondientes a la regién gendmica estructural
C/prM/M/E, conforme mencionado anteriormente.
Inicialmente, 0,2-1 ug de ARN viral y 20 uM del primer
complementar (anfisense) se calentaron a 90° C por 90 sy
después se colocaron en hielo. A la mezcla de RT
conteniendo una solucién tampén de RT 1X (200 mM Tris-
HCl [pH 8,4], 500 mM KCI), 0,2 mM de DNTP
(deoxinucledtido), 100 mM DTT (ditiotreitol), 40 U de
inhibidor de ARNse (Invitrogen, EUA) y 200 U de
transcriptasa reversa Superscript Il (Invitrogen, USA), se
adicioné al ARN precalentado y se ajusté el volumen a
20uL. La reaccién RT se realizé a una temperatura de 45°C
por 1 h, seguida de un calentamiento a 94° C por 10 min.
Los productos de la RT fueron utilizados como moldes para
la amplificacién por PCR. Las reacciones estaban
compuestas por 20 uM para cada uno de los primers sense
y antisense, tampén de PCR 1X, 1 mM de MgCl,, 0,2 mM
de dNTP, 5 U/ulL de Platinum Taq Polymerase (Invitrogen) y
el volumen final se ajusté para 50 ul con agua libre de
ARNse. Las muestras fueron colocadas en un
termociclador (Perkin Elmer 9600, EUA) a una temperatura
de 94° C por 90 s (para una desnaturacién inicial); en
seguida, se realizaron 35 ciclos de: 94° C por 30's, 55° C
por30sy72°Cpor120s, yuna etapa final de 72° C por 5
min. Los productos de la RT-PCR fueron visualizados en gel
de agarosa 1,5% tefiido con bromuro de etidio (5 pg/ml).



Tabla 1 - Descripcion de las cepas de virus del estudio

Cédigo del virus Se\tﬁzlpo AfRo Histérico de pasajes (EL;ZZ;) Cor:l?:g::cos N(’éi:ng(c;iso
Bel61082/H623360 DENV2 2001 C6/36 #1 and 2/Serum Pard Mielitis Transversa AY644452
Bel63650/H628243 DENV2 2000 C6/36 #1 Pard 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 Maranhéo 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 Mielitis Transversa AY632355
Bel70617/H652477 DENV3 2002 Serum Pard DF AY960625
Bel73318/H668518 DENV3 2003 C6/36 #1 Pard DF AY960628
Cea4739/H656814 DENV3 2002 Serum Cearé DF AY960629
Goil1099/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 pasajes en el sustrato celular C6/36; SR: Sin registro.

SECUENCIANUCLEOTIDAY ANALISIS SECUENCIALES

Los productos de la RT-PCR fueron purificados con el
QIlAquick gel extraction kit (Qiagen, Inc., Valencia, CA). El
cDNA purificado se utilizé como molde para la
secuenciacion con el kit Big Dye Terminator 3.0 (Applied
Biosystems, Inc., EUA), siguiendo las orientaciones del
fabricante. La secuenciacién se realizé utilizando el equipo
ABI Prism 377 (Applied Biosystems). Las secuencias
nucleétidas fueron analizadas y editadas con el software
SeqMan (DNASTAR, Lasergene software package). El
andlisis filogenético se realizé por medio de alineamientos
secuenciales progresivos multiples de pares, utilizando
CLUSTAL W (software Megalign; Lasergene software
package DNASTAR).

Una secuencia de pares de base abarcando los genes
de las proteinas estructurales C-prM-E fue utilizada para
comparar los 14 aislados descritos y 22 secuencias
anteriormente publicadas de DENV2 colectadas del
GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov). Fueron utilizadas un
total de 1.977 bases de los genes M y E para realizar la
comparacién de los 13 aislados con las 27 secuencias
previamente publicadas de DENV3. Lla secuencia de
DENV2 (cepa Jamaica, nimero de acceso M20558) fue
usada como un outgroup.

Los andlisis filogenéticos se ejecutaron con valores
bootstrap de mil seudo réplicas, por el método de

neighbor-joining (NJ) Kimura-2-parameter (soffware

MEGA2.1)"%%?",

RESULTADOS
ANALISIS DE DENV?2

Determinamos la secuencia nucleétida completa del
genoma estructural de 14 aislados de DENV2 de pacientes
con diferentes niveles de gravedad de la enfermedad
(Tabla 1). Las diferencias de nimeros de nucleétidos en la
comparacién entre los virus estudiados y la cepa Jamaica
(Jam83) del DENV2, revelaron una gran semejanza (89,0
a 99,9%) de secuencias nucledtidas entre nuestros
aislados. La semejanza media entre los subtipos de DENV2
fue de 89,5y 99,8% para las secuencias de nucledtidos y
aminodcidos, respectivamente.

La clasificacién de los genotipos adoptada fue la
propuesta por Rodriguez-Roche et al”’ y Vasilaks e Weaver”,
que utilizé6 el genotipo salvaje como outgroup. El arbol
filogenético elaborado para las secuencias nucledtidas
C/prM/M/E de nuestros aislados de DENV2 agrupé todos
los aislados en el genotipo Jamaica (Figura 2; genotipo ).
Ademds, nuestros aislados de DENV2 fueron relacionados
mdés proximos a la cepa colectada en Brasil (RJ2000;
FJ850072) y con una cepa Jamaica de DENV2 (JAM1983;
M20558). El genotipo asidtico (Ill) fue dividido en cuatro
linajes diferentes, que representan las cepas provenientes
del sudeste de Asia/América, Asia |, Asia Il y 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

Southeast
Asian/American

73 FJ744708-NI-2007
GQ199895-NI-1999 GenOType
Asian
GQ199898-NI-2001
100

BRBeH606388-GO-2002
—I:BRBeH508744—TOC—1 991
BRBeH547176-RR-1996
—BRBeH547177-RR-1996
L——M32941-NGC-1944
U87411-Thai-1964
D00345-Thai-1980
U31951-Thai-1993
AF100464-Thai-1996
AF100459-Thai-1994

92

77

99

100 DQ645548-TW-2002
{ EU482672-VN-2006
L04561-Mex-1983
AF100469-Mex-1992
100 AF100465-Ven-87
AF100467-Per-1995
AF100468-Per-1996
EF105379-Mal-1970

|_|
0.005

|—EF105378—GUineo—1981
L EF105380-IC-1980

Asian

Cosmopolitan

Genotype
American

Genotype
Sylvatic

Comparacién con las 22 secuencias obtenidas del Genbank. Los valores bootstrap se calcularon luego de mil réplicas y solamente se listaron los ramos
principales. Los virus DENV2 del estudio estdn en rojo. Los nimeros de acceso del GenBank para los aislados brasilefios se presentan en el tabla 1,
mientras que los de las secuencias previamente publicadas se presentan en la figura

Figure 2 — Andlisis filogenéticos de los aislados de DENV2 de Brasil

Las secuencias de aminodécidos prM/M/E de los 14
aislados brasilefios de DENV2 demostraron que esas
protefnas estaban bastante conservadas. Apenas cinco
posiciones en los genes prM/M/E variaron en los cinco
aislados, siendo que el aminodcido 14 del gen prM,
que era una glicina (V — G) en cuatro cepas, fue el que
més varié. El aislado BeH527822 acumulé dos
cambios en las posiciones prM/M 58 (Q — P) y 60 (E —

D), como demostrado en el tabla 2. En el gen E, 12
posiciones de aminodcidos se mostraron variables,
siendo que E53 (P — L) yE269 (E — K) se observaron en
cuatro y dos aislados, respectivamente. Los aislados
mds variables fueron BeH527822, BeH666426 vy
BeH547176, que presentaron cambios en cuatro
posiciones. La Unica que se observé entodosellosfue la
E53(P—L) (Tabla2).



Tabla 2 - Diferencias de aminodcidos entre las secuencias de genes M/E del DENV2 brasilefio

DENV2
Gen  Posicion™ 14233607 H628243 H527541 H527821 H527822 H666426 H547176 H547177 H533198 H506347 H508744
(Encefalitis) (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
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 \ \ V V \ \
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
*Nomero referente a la posicién del aminodcido en la porcién aminica terminal de la proteina; T cédigo de la muestra.
ANALISIS DE DENV3 Lanciotti”. Todos los aislados de DENV3 fueron

La homologia de las secuencias nucleétidas entre las
cepas del virus DENV3 varié entre 89,7 y 100%. Las
secuencias deducidas de aminodcidos en las posiciones
prM/My E en todos los 10 aislados de DENV3, mostraron
que sus proteinas se presentaban bastante conservadas,
con una tasa de similitud variando entre 93,2% y 100%. La
homologia secuencial media fue de 94,8% y 96,6% para
las secuencias de nucleétidos y aminodcidos,
respectivamente.

El &rbol filogenético desarrollado para los aislados de
DENV3 tuvo como base la alineacién de secuencias
observada en la regién E/NST1 (992-2550 ni), utilizdndose
los criterios de divisién de los genotipos descritos por

identificados como miembros del genotipo |l
(subcontinente indio) y fueron agrupados en dos subclados
(AyB). El subclado A contiene las cepas latinoamericanas
y se considera genéticamente mds préximo a las cepas del
subclado B aisladas en Sri Lanka (L11437, L11438)
(Figura 3).

La variabilidad de las secuencias de aminodcidos para
los aislados de DENV3 quedé restricta a una posicién en el
gen M (M86 H — R), mientras que se encontraron
variaciones en 6 posiciones en el gen E (Tabla 3). Las
posiciones que presentaron mds variaciones fueron E6 (| —
V), E89 (Q — P) y E246 (Q — P). Los aislados BeH657637
y BeH665993 acumularon cambios en tres de las seis
posiciones variables de los aminodcidos (Tabla 3).

Tabla 3 - Diferencias de aminodcidos entre las secuencias de genes M/E del DENV3 brasilefio

DENV3
Gen  Position™ H457637" H666425 H666426 H650477 H656814 H652477 H665993 H651502 H651515 H668518 AY038605 RJ
(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

numero referente a la posicién del aminodcido en la porcién aminica terminal de la proteina; '~ cédigo de la muestra.
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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 Genotype
BRBeAR713527-TOC-2006 1l
*{BRBeARﬂ 3531.TOC-2006
BRBeAR713566-TOC-2006
L AY679147-RJ-BR
L11430-Mozam-1985
90| 1L11437-5L-1989
111438-SL-1991
L11424-Ind-1984 B
JfL11436-5L1985
|—_LH431-SL-1981
L11435-Sam-1986
L11442Thai-1987
L11620-Thai-1973
111441 Thai-1986
L11440-Thai-1962 I
L11423-Phil-1956
M93130-H87-Phil-1956
L11432-Phil-1983
AB189126-Indo-1998
AB189127-Indo-1998
111428-Indo-1985
L11429-Mal-1974 Genotype
111426-Indo-1978 |
111427-Indo-1978
111425-Indo-1973
L11422-Fiji-1992
L11619-Tahi-1989
L11433-PR-1963
TO0L L1439 Tohi-1 965

M20558-Jam-1983

70

Genotype

83

62

90

Genotype IV

—
0.005

Comparacién con las 22 secuencias obtenidas del Genbank. Los valores bootstrap se calcularon luego de mil réplicas y solamente se listaron los ramos
principales. Los virus DENV2 del estudio estdn en rojo. Los nimeros de acceso del GenBank para los aislados brasilefios se presentan en el tabla 1,
mientras que los de las secuencias previamente publicadas se presentan en la figura.

Figura 3 — Andlisis filogenéticos del DENV3

DISCUSION de un genotipo asidtico en el Caribe”. Nuestros datos
confirman que este genofipo del DENV2 ha sido

. . . - 0
Lo divergencia entre secuencias nucledtidas (10,5%) predominante durante los 19 afos de circulacién del

30

para el NV2 obtenida en este estudio sugiere una
acumulaciéon de mutaciones en el periodo de alta
circulacién de este serotipo del DENV”. De hecho, el
DENV2 circula en Brasil hace casi dos décadas; sin
embargo, sorprendentemente, ha habido baja incidencia
de casos de FHD cuando comparado con ofros paises.
Desde la intfroduccién del DENV3, en 2002, el nimero de
casos de FHD ha aumentado drésticamente, lo que sugiere
una alta virulencia de este serotipo™. Estudios anteriores
sobre el DENV2 en las Américas habia ya demostrado que
la emergencia del FHD estd relacionada a la introduccién

DENYV en Brasil.

Segun la clasificacién propuesta por Rodriguez-Roche
et al”” y Vasilaks & Weaver”, el DENV2 se agrupa en tres
genotipos, siendo que sus genotipos Il y IV circulan en las
Américas. El genotipo lll circulé en todos os paises de las
Américas y fuvo como prototipo a la cepa Jamaica, que ha
sido asociada a casos de FHD. El genotipo IV (americano)
ha sido asociado apenas a cepas de virulencia més baja y
a la DC. Es importante observar que este genotipo ha
circulado solamente en el subcontinente americano™. En



nuestro estudio, ninguna de las secuencias brasilefas
analizadas se incluyé en el genotipo IV (americano) del
DENV2. En realidad, todas las secuencias fueron
agrupadas en el genotipo Il (Figura 2).

Los primeros estudios comparando la secuencia
nucledtida del gen de 12 aislados de DENV2 no mostraron
ninguna correlacién entre la gravedad de la enfermedad y
la secuencia de nucleétidos o de aminodcidos”. Ni aun
estudios més detallados sobre el genoma completo del
genotipo del DENV2 del sudeste de Asia han conseguido
identificar sitios especificos que determinaran su
virulencia®®'. Leitmeyer at al”® realizaron un andlisis mds
consistente de la diversidad genética del DENV2. Este
estudio identificé una sustitucién del aminodcido en la
posicién E390 como determinante primario del dengue
grave. En el caso del genotipo americano, se descubrié
que los casos de DC estaban asociados a la presencia de
4dcido aspdrtico (Asp-D), que puede alterar las
interacciones con los receptores celulares. Sin embargo,
los resultados obtenidos en 14 secuencias de DENV2 en
nuestro estudio, identificaron un Asn en la posicién E390
en todas las secuencias analizadas, cuando comparadas a
las 14 cepas y a las cepas de los genotipos asidtico y
americano™. Los resultados indican que el DENV2
brasilefo analizado tiene el potencial de causar FHD, lo
que es consistente con los datos presentados por
investigaciones con aislados originados de Venezuela™.

El cambio del aminodcido E390 estd localizado en la
regién carboxilica terminal Il (aa 303-395) en la superficie
lateral, que debe contener los residuos involucrados en el
tropismo y en la virulencia de diferentes flavivirus™****. En
el gen E de 14 virus brasilefios analizados, se observan 12
cambios y apenas cinco sustituciones de aminodcidos se
asociaron de forma significativa a un cambio de cardctery
polaridad. Esas posiciones fueron: E208 (Val/V — Glu/E),
262 (Thr/T — Lys/K), 273 (Ser/S — Leu/L), 274 (Ser/S —
Ala/A) y 405 (Thr/T — Pro/P). Todas los cambios de
aminodcidos se presentan en el tabla 2. Los cambios se
observaron en el ectodominio Ill o fuera del ectodominio
de la proteina, como en el residuo 405 de la muestra
H666426/Goi4191. Algunos cambios presentados en el
tabla 2, como el E262 y 264, que se observan en
H547176/ROR1811 y en la cepa viral originaria de
Venezuela (AF100466), sugieren que el virus se haya
originado en aquel pais, confirmando asi la existencia de
dos formas de introduccién del DENV2 en Brasil.

En las dos Ultimas décadas, el DENV3 ha cgusodo
epidemias de FHD en el sudeste de Asia, este de Africa y
América Latina. El primer andlisis filogenético de la
proteina E de este serotipo del dengue resulté en la
identificacién de cuatro genotipos distintos™. En general,
los genotipos pueden agruparse segln su origen
geogrdfico: Américas, Subcontinente indio, Tailandia y
sudeste de Asia/Pacifico Sur”.

El genotipo de DENV3 que circulé en las Américas
hasta 1989 presentaba un bajo potencial epidémico y fue
aislado apenas en pacientes con DC. Entre 1980y 1990,
dos nuevos genotipos fueron introducidos en la regién del
Pacifico Sury en las Américas: el genotipo del sudeste de

Asia (genotipo ) estd asociado a grandes epidemias de
FHD en Tahiti y en Fiji*, y el genotipo del Subcontinente
indio (genotipo lll) fue introducido en América Central en la
década de 1990 por Nicaragua™***"*.

En 1994, el DENV3 resurgié en las Américas, causando
un pequefio brote asociado a la DC en Panamd. El virus se
extendié en direcciéon al norte de América Central hasta

. . 2 . - ,
Nicaragua y México’”?. Siete afos después de su
infroduccién en las Américas, el DENV3 se extendié por
América del Sur hasta Venezuela, Paraguay y Brasil,

. . 42,43,17,44,45
causando grandes epidemias .

Los 13 aislados brasilefios de DENV3 de nuestro
estudio fueron colectados en diferentes regiones, y, junto a
los aislados obtenidos en paises vecinos™**°, todos se
agruparon en el genotipo Ill (Subcontinente indio). Son
genéticamente distintos a la cepa de DENV3 que circulé en
las Américas en la década de 1960, que pertenecia al
genotipo V. Es posible que esta variabilidad acumulada
sea el resultado de su rdpida dispersién y del aumento en
su replicacién viral. Esta hipétesis estd corroborada por los
valores bootstrap de aproximadamente 84% mostrados
por el drbol filogenético desarrollado segin el método
neighbor-joining (Figura 3). La variabilidad de la cepa de
DENV3 (genotipo lll) puede adjudicarse a sus multiples
introducciones en Brasil, lo que propicié la clasificacién en
subgrupos de acuerdo al origen y afio de aislamiento de su
cepa viral (Figura 3).

La transmisién local del DENV3 fue detectada
inicialmente en el Estado de Rio de Janeiro en diciembre
de 2000. En el verano de 2001, ocurrié la primera
epidemia autéctona en la Ciudad de Rio de Janeiro, con
un alto nimero de casos de FHD. En seguida, hubo
diseminacién de este genotipo por todo Brasil. Todos los
virus aislados pertenecian al genotipo Ill, semejante al que
circulaba en Sri Lanka, corroborando lo que ya habia sido
descrito en estudios anteriores”***. Con base en la
cronologia del aislamiento del virus, nuestros resultados
demuestran que la dispersién del genotipo Il del virus
DENV3 en Brasil ocurrié en sentido Sudeste-Norte. Esos
hallazgos difieren de los presentados por Figueiredo et
al®®, que apuntaban a la circulacién del genotipo | en el
Estado de Minas Gerais, Sudeste de Brasil, y por Araujo et
al”’, que sugeria la formacién de un nuevo (V), que
agruparia las cepas de DENV3 de Brasil, China y Japén.
Las diferencias en los resultados muestran que la
circulacién de nuevos genotipos parecié estar restricta a
una regién especifica de Brasil o a un cierto perfodo de
tempo. Este hecho hace surgir algunas cuestiones
importantes: 2Por qué otras cepas de estos genotipos no
pudieron ser identificadas? &Esta cepa reserva un
potencial de transmisién? Por lo tanto, la emergencia y el
surgimiento de ofros o nuevos genotipos debe ser mds
investigada. Estos estudios deben incluir el andlisis de las
secuencias completas del genoma del virus DENV3 y de su
perfil epidemiolégico.

CONCLUSION

Nuestro estudio sugiere que la baja variabilidad
genética del DENV2 circulante en Brasil puede explicar la
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baja incidencia de casos graves de la enfermedad ~ AGRADECIMIENTOS
registrados hasta el presente momento. Sin embargo, la
diseminacién masiva del genotipo Il del DENV2, que
presenté una variabilidad mayor que el DENV3, puede
haber ocasionado una acumulaciéon de cambios
genéticos asociados al aumento de la virulencia, al
estatus inmunolégico y a ofros factores importantes
descritos. Este hecho podria explicar el gran nimero de
casos graves de dengue desde la intfroduccién de DENV2
y DENV3 en Brasil.
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Epidemiologia molecular dos sorotipos 2 e 3 do virus dengue, isolados no Brasil de 1991
a 2008

RESUMO

O virus dengue (DENV1-4) causa a dengue cldssica e a febre hemorrdgica da dengue / sindrome de choque da dengue
(FHD/SCD) em regides tropicais e subtropicais. O objetivo deste estudo foi avaliar os genétipos 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 Il (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 infroducdo 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 genétipos investigados.

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

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 infroduction 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.
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