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Resumo

O presente estudo teve como objetivo caracterizar qualitativamente e quantitativamente o polimorfismo entre os
quatro genétipos do virus da Dengue - DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4. Estudou-se a Densidade de Subs-
titui¢do Nucleotidica (NSD - Nucleotide Substitution Density) ao longo de cada genoma, identificando as regiées com
maior taxa de mutacgao e/ou conservacio. Posteriormente calculou-se a Densidade Média de Substituicao Nucleo-
tidica (ANSD - Average Nucleotide Substitution Density) para cada sorotipo. Observou-se que a ANSD do DENV-2 ¢
44,21% maior que a do DENV-1, 85% maior que a do DENV-3 e 163,31% maior que a do DENV-4. Observou-se
que, contrariamente a DENV-2 e DENV-4, DENV-1 e DENV-3 tém padroes de comportamento mutacional similar
entre eles. O dominio do gene da NS5 correspondente 24 RNA polimerase RNA-dependente do DENV-2 também
tem taxa de mutacio superior aos outros DENV. Isto sugere que a taxa de polimorfismo e a viruléncia podem estar
correlacionados no DENV-2, o que poderia contribuir para o estudo da evolugio da doenga.
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Introducao

O virus da dengue é o mais importante flavivirus
que causa doenca em humanos no Brasil (FIGUEIRE-
DO, 1998). A dengue é uma doenga potencialmente
fatal cuja disseminacdo rapida atraiu a atencio das
autoridades publicas brasileiras na década de 1990. A
presenga simultdnea de dois ou mais sorotipos do virus
da dengue (DENV) na mesma area — hiperendemicidade
— aumenta o risco de complicacio da doenga, tais como
a febre hemorragica da dengue (FHD) e a sindrome de
choque da dengue (SCD), provocada pela exacerbacao
de mecanismos imunolégicos do hospedeiro. Portanto, é
essencial compreender como o polimorfismo viral pode
influenciar a patogenicidade (GUBLER, 1997; 1998).

O virus da dengue, do ponto de vista geografico, ¢ o
arbovirus mais difundido em diferentes partes do mun-
do, sendo encontrado em areas tropicais e subtropicais,
onde aproximadamente 3 milhées de pessoas estio em
risco de infeccdo. A dengue foi identificada em mais de
100 paises e 2,5 bilhoes de pessoas vivem em areas en-
démicas (GUZMAN; KOURI, 2002). Ocorrem de 50 a
100 milhées de infecgoes/ano, dependendo da atividade
epidémica do virus, com centenas de milhares de casos
da forma severa da doenca (FHD/SCD) e milhares de
mortes (cerca de 25.000/ano).

Ha quatro tipos sorologicamente distintos do virus
da dengue: DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4. Eles
sao antigenicamente diferentes e ndo induzem protegio
imunoldgica cruzada, mas tém a mesma epidemiologia
e causam doencas semelhantes em humanos. Todos os
sorotipos do virus mantém um ciclo que envolve hospe-
deiros humanos e mosquitos Aedes aegypti como vetores
(GUBLER, 2002; GONCALVEZ et al., 2002).

As origens dos virus da dengue em circulagio
no Brasil foram determinadas com base em estudos
filogenéticos de seqiiéncias nucleotidicas, sendo os
isolados de DENV-1 oriundos do Caribe e os isolados
de DENV-2 mais especificamente da Jamaica, tendo
ambos os virus provavelmente sido introduzidos pelo
Caribe (MIAGOSTOVICH et al., 1998; NOGUEIRA
etal., 1991). O virus DENV-3 foi isolado no Brasil pela
primeira vez em 1999 de um paciente que voltou da
Nicardgua (FIGUEIREDO, 2000).

A maioria dos casos de FHD/SCD esteve pro-
vavelmente associada com as infec¢oes secundarias e
heterotipicas, especialmente durante as epidemias de
DENV-2 ocorridas ap6s a ocorréncia de casos de DENV-
1 (FIGUEIREDO, 2000). As epidemias sucessivas de
dengue no Brasil, causadas por DENV-1 e por DENV-
2, culminaram com a ocorréncia de FHD/SCD. Com a
circulagdo continua de dois sorotipos do virus, e com o
risco elevado da introdugio de outros tipos, a dengue
tornou-se um importante problema de satde publica no
Brasil (FIGUEIREDO, 2000).

Embora nao tenha sido possivel estabelecer uma
correlagio clara entre um sorotipo ou genétipo particular
de DENV e a severidade da epidemia da doenga, houve
indicacoes de que certos genétipos de DENV-2 e de
DENV-3 estdo associados com DHE Em geral, genétipos
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asiaticos parecem ser mais virulentos do que os genétipos
inicialmente encontrados nas Américas e no Pacifico Sul
(MESSER et al., 2003; RICO-HESSE et al., 1997; WAT-
TS et al., 1999). No caso de DENV-2, anilises filogené-
ticas mostraram que o genotipo americano nativo estava
associado apenas com febre da dengue (FD), enquanto
que os genétipos asidticos foram correlacionados com
casos de FHD (CLYDE et al., 20006).

O genoma viral de aproximadamente 11 kb co-
difica uma poliproteina que € clivada, durante e ap6s
a tradugio, em trés proteinas estruturais (capsidio C,
proteina da membrana M, e glicoproteina do envelope
E) e sete proteinas nio-estruturais (NS1, NS2a, NS2b,
NS3, NS4a, NS4b, e NS5) (Lindenbach e Rice, 2003).
Das proteinas virais ndo-estruturais, as mais extensiva-
mente caracterizadas sdo a NS3, seu cofator NS2B, e a
NS5. ANS3 abriga varios dominios cataliticos, inclusive
uma serina protease que requer o NS2B como cofator.
NS3 também exibe atividade nucleosidio-trifosfatase e
funcoes de helicase requeridas para sintese de RNA viral
(ARIAS et al., 1993; FALGOUT et al., 1991; LI et al.,
1999). A proteina NS5 age como RNA polimerase viral
RNA-dependente, além de servir como metiltransferase
(NOMAGUCHI et al., 2003; TAN et al., 1996; EGLOFF
et al., 2002). A RNA-polimerase viral RNA-dependente
notoriamente possui uma baixa fidelidade (DOMINGO
e HOLLAND, 1997).

Os virus de RNA mostram uma variabilidade gené-
tica significativa devido a alta taxa intrinseca de mutagao
associada com sua RNA polimerase RNA-dependente
(DRAKE e HOLLAND, 1999), as suas rapidas taxas
de replicagdo e ao seu imenso tamanho populacional

(HOLMES e TWIDDY, 2003).

Neste estudo, buscou-se a relacdo entre a taxa de
polimorfismo gendémico e o sorotipo de virus da Dengue.
O maior polimorfismo foi encontrado no genoma do
sorotipo DENV-2.

Materiais e métodos

Um total de 3.278 sequiéncias do virus da dengue
foram extraidas do banco de dados ptblico EMBL (Euro-
pean Molecular Biology Laboratory), sendo 953 de DENV-1,
1.077 de DENV-2, 1.167 de DENV-3 e 531 de DENV-4.
O sistema SRS LION (Sequence Retrieval System, Release
7.1.3.2) foi utilizado para a obtencio das seqiiéncias a
partir do banco de dados EMBL no EBI (European Bio-
informatics Institute, http://srs.ebi.ac.uk/).

O processamento local de arquivos e seqiéncias foi
realizado com scripts em linguagem Perl. As seqiiéncias fo-
ram tratadas para cada sorotipo separadamente. Primeiro,
foram eliminadas as sequiéncias reconhecidas como parte
de seqiiéncias maiores, retendo apenas as maiores seqi-
éncias ndo redundantes. Posteriormente, as seqiiéncias de
cada sorotipo foram alinhadas uma a uma globalmente
com o programa ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/Tools/
clustalw/index.html), usando uma seqiiéncia genémica
completa do sorotipo correspondente como referéncia.
As sequiéncias de referéncia para cada um dos 4 sorotipos
foram escolhidas na base de dados do NCBI (National
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Center for Biotechnology Information - http://www.ncbi.nlm.
nih.gov/). A consisténcia dos alinhamentos foi verificada
através de inspecio visual com uso do programa Seaview
(http:/pbil.univ-lyonl.fr/software/seaview.html).

Resultados e discussao

Das 3.278 sequiéncias do virus da Dengue disponi-
veis inicialmente, 409 (~12.5%) foram eliminadas por
serem redundantes, restando 757 seqiiéncias de DENV-1,
848 sequiéncias de DENV-2, 866 seqiiéncias de DENV-3
e 398 sequiéncias de DENV-4. Portanto, o tamanho das

amostras € suficientemente representativo, garantindo
significancia estatistica nas analises de polimorfismo.

Na Figura 1 sdo apresentadas as curvas de variagao
do polimorfismo ao longo da seqiiéncia do genoma para
os 4 sorotipos de DENV. Observa-se que os sorotipos
1 e 3 apresentam perfis de polimorfismo muito proéxi-
mos, mas que diferem substancialmente dos perfis dos
sorotipos 2 e 4, que por sua vez diferem muito entre si.
A Densidade Média de Substituicio Nucleotidica do
DENV-2 foi significativamente maior que a dos outros
sorotipos, sendo 44,21% maior que a taxa de DENV-1,
85% maior que a de DENV-3 e 163,31% maior que a de
DENV-4. Péde-se constatar também uma quantidade de
seqiiéncias 5 vezes maior nos alinhamentos que corres-
pondem a regido que codifica a proteina E do envelope

viral (dados nao mostrados).

No presente estudo, investigamos a regiao referente
ao dominio da RNA polimerase, contida no gene da
proteina NS5 (ACKERMANN e PADMANABHAN,
2001; NOMAGUCHI et al., 2003; TAN et al., 1996;
EGLOFF et al., 2002). Em relagio as diferencas locais
verificadas nesse intervalo, pode-se observar dois padroes
de comportamento: o primeiro é compartilhado entre o
DENV-1 e 0o DENV-3 e 0 segundo é comum aos sorotipos
2 e 4, embora o DENV-2 possua um grau de substituigio
nucleotidica significativamente maior do que os outros
sorotipos. Alteragdes na polimerase poderiam promover
aumento da taxa de mutagio e explicar a maior taxa de
polimorfismo observada em DENV-2. Tal hipdtese esta
sendo atualmente investigada por modelagem molecular
ao nivel protéico. Além disto, como a maior variabilidade
entre os tipos estd associada & maior taxa de mutacio

observada, é possivel pensar que, em um contexto seleti-
vo, maior mutabilidade possa ser relacionada com maior
viruléncia e adaptabilidade.

A viruléncia viral, juntamente com a susceptibili-
dade do hospedeiro e fatores ambientais, estd entre os
fatores associados a patogenicidade da dengue. Dentre
estes, a viruléncia figura como um fator fortemente de-
pendente de codificagdo pelo genoma do virus. Dada a
existéncia de quatro sorotipos do virus da dengue com
a mesma estrutura gendmica, resulta admissivel supor
que as diferengas de patogenicidade tenham uma causa

Densidade de mutagio como possivel indicador de viruléncia do virus da dengue
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Figura 1 — Densidades de substituicdo nucleotidica ao longo da seqiiéncia gendmica para cada sorotipo de Dengue. O
genoma foi dividido em intervalos de 100 bases para o cOmputo da densidade. As curvas foram suavizadas com spline

(programa Scilab 4.1.1).
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funcional com origem provavelmente na seqiiéncia. Os
estudos de polimorfismo ajudam a identificar regides
do genoma viral que poderiam estar relacionadas com
sua viruléncia.
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