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RESUMO: Este trabalho ¢ uina revisio sobre virus Dengue,

Numa tentativa de rever os conhecimentos acumulados, apresentando aspectos moeleculares,

diagnébsticas e clinicos,

DESCRITORES: Virus Dengue; Diagndstico; Estrutura Molecuiar; Apectos Clinicos.

CARACTERISTICAS GERAIS DOS VIRUS

A palavra virus € origindria do vocdbulo Jating vi-
rus, gue significa veneno, Desde a Antiguidade eram
noticiadas epidemias causadas por tais agentes, sem
que, na €poca, sequer se cogitasse de sua existdneia.

Os primeiros experimentos que jevaram & descober-
ta dos virus, em 1892, foram feitos por IVANOVSKI
e BEIJERINCK ao pesquisarem uma doenga que ogor
ria em folhas de fumo, hoje denominada “mosaico do
tabaco”. No inicio deste século, LOEFFER & FROSCH
conseguiram induzir a febre aftosa em bovinos e
REED & CARROL a febre amarela. Em ambos os
experimentos foi utilizade filtrado de material infe-
ctado e analisada a capacidade destes de causar infe-
¢edo ¢ doenga. Estes pesqguisadores, porém, o sabi-
am qual era o agente ou substncia capaz de produzir
as doengas (BUSBY & COLS,, 1964).

Os vitus sfo exfremamente simples e estio entre as
menores formas de vida, Sao constituidos, basicamen-
te, de dcidos nucléicos e proteinas. Sua simplicidade os
torna parasitas intracefulares obrigatdrios, isto €, vivem
exclusivamente dentro de células hospedeiras, onde ocor-
re a mulliplicaglio viral, levando a uma forte dependén-
cia da estrutura e do metabolismo destas células,

Séo considerados particulas infecciosas, peis sao,
potencialmente, capazes de produzir doengas, tendo
um papel de destaque entre os agentes etioldgicos de
doencas infecto-coniagiosas de importincia socioe-
condmica e de Saide Piablica. Nao podemos deixar
de ressaltar que a maijoria das infecgSes virais ocorre
sem sintomas claros ou com sintomas inaparentes
{sintomas subclinicos). Por outro lado, muitos virus
podem causar mais de um tipo de manifestago clini-
¢a, envolver mais de um sistema de drgios e podem,

ainda, ser brandos ou fulminantes. Outro ponto a ser
ressaltado € o fato de uma mesma doenga (sintomas
clinicos semethantes) ser causada por diferentes vi-
ras, como, por exemplo, as infecgfes respiratérias e
as encefalites virais. Estas obscrvagdes mostram que
a identificagio definitiva da etiologia de uma doenga
viral depende de testes laboratoriais,

Néo podemos esquecer que estes organismos, sen-
do tAo simples, @m um papel de destaque no desen-
volvimento dos principios gerais da biologia moder-
na. O conhecimento existente hoje, como a resposta
da simplicidade de seu sistema genético e o mecanis-
me de seu funcionamente, € de fundamental impor-
tAncia para entender a estrutura e a funciio dos genes,

CLASSIFICACAO GERAL DOS VIRUS

Até 1966 a classificagfo dos virus foi muito con-
fusa, pois rauitos pesquisadores e comitds isolados
montavam diferentes esquemas de classificacio. So-
mente naguele ano, durante o Congresso de Microbio-
fegia, em Moscou, formou-se o Comité Internacio-
nal de Nomenclatura dos Virus (ICNV “Internatio-
nal Commitiee on Nomenclature of Viruses™). Mais
tarde, em 1973, recebey a denominagio de Comiteé
Internacional de Taxinomia dos Virus (ICTV - “In-
ternational Committee on Taxonomy of Viruses™)
{FENNER & PEREIRA, 1974; MATTHEWS, 1979;
BROWN, 1986).

Nos (iltimos anos as técnicas usadas para classifi-
cagdo laxindmica incluem: morfelogia de particula
viral (observada por microscopia eletrbnica), cara-
cteristicas e estabilidade fisico-quimicas (comporta-
mento em presenga de solventes lipidicos e detergen-
tes, variagio de pH e temperatura etc), tamanho da
particula viral (por filiragfio através de fibras e micro-
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poros de difimetro conhecide), material genético gue
o viras (DMA ou RNA)Y ¢ caracteristicas
tos vives (por diferentes métodos sorold-
cnicas utifizando anticorpos monoclonais,

CORTITN
anljgé
gicos).
!

Q*i’!ééac de popt Aeos afzﬁmc do material gendtico ¢
mapeamenio epitdpico possibilitaram wm melhor en-
tendimente Jdas bases ¢ a nduclo das respostas imu-
nodGgicas,

Arbovirus

on diferaties patdgenos virais que afetam o
hoipem deve ser desticado um grande grupo de vivus,
designados genericamenie de arbovirus (“Arthopod
borne viruses” - Vires ransmindos por artcépodos).
Como definido pela Organizaglio Mundial de Satde
CWHG - " World Health Grganization”™), “Arbovirus
$&0 viTns que se perpetuam. na naturcza, principal-
mente devido & propagacio bioldgica entre vertebra-
do hospedeiro suscetivel e artrdpodo hematdfago ou
pela transmissBo  transovariana ou venérea  om
arlrdpodos™(REHLE. 1989). A manutengdo deste
arupe ocorre, principalmente. por um ciclo conti-
nue de maoltiplicagio viral, em tecidos dos artrépo-
dos, e transmissfio para os vertebrados, pela pica-
da destes arirdpodos produzindo viremia (SHOPE
& SATHER, 1979}

Os arbovitus foram reunidos segundo as suds ca-
racteristicas epidenioldgicas e algumas relagbes an-
tgénicas. Estas podem sey verificadas por alguns tes-
tes soroldgicos tais como: newralizacho (INT., fixa-
hema-
gluti o (HI) e distribuidos, de acordo com estas
reagfies, em diferentes grapos {CALISHER & COLS.,
1986, Dentro de um mesmo grupo alguns mosivam
R z.‘e}zzgz”m mais intima, formando sm subgrupo ou
complex ey grupamentos virais foram confirma-
dos por asdlises morfogenética e molecular, resultan-
do na elassificacio arondmica de: famihas, géneros,
ma-om‘upm complexos, dpos, subtipos e variedades
o {KARABATECGS, 1985 CALISHER. 1980

¢fo de complemento (FC), inibigio da

Dos mats de 500 arboviras reconhecidos e distri-
buidos mundialmente {(KARABATSOS, 1985}, nor
volta de 200 580 conhecidos o suspeita-se que sejam
trunsinitidos por mosquitos, Alguns destes sdo agen-
tey f)amger{. s importantes para o homenn, tais como
virus da febre amarela (YF - “Yellow Fever™); vitus L‘LL
dengue (DEN-Dengue); virus da encefalite japonesa JE
- Jdp{mem Encephalites™): virus da encefalite de Sio
Ligs (SLE - "Suint Lows Ence p}m!ms yoovirus da

encefali r*qm:m do leste (EBE Castern: Equine
Emaphdxm 1, virus da encef ﬂhte equira do oeste
(WEE - “Wesiern Dguine Rncephalitis”y (KARA-

BATS0E,

niio € essencial para & manutesgio e

P985 No entanto, a infeccdo no homem
disseminacio de

maitos arbovirus, € as doengas resultantes da infee-

¢lio por estes agenies virais sfo consideradas zoonoses
DeFOLIART, 1687). O Brastt, particularmente a re-

gido amazdnica, € recordista mundial em isolamento
de arbovirug, contando até 1985 com 134 diferentes
viras, sende 84 novos para o mundo (DeGALLIER &

COLS., 1987, PiNHEiRQ“I%Q).

(s arbovirus estBo, atuabmente, distribuidos em seis
diferentes familias: Togaviridae, Flaviviridae, Bunya-
viridae. Reoviridae, Arenaviridae ¢ Rhabdoviridae,
Estas familias podem conter alguns memhros gue nfio
estdc associados com a transmissfo por artrépodes
(REHLE, 1980).

Flayivirus

Até recentemente a familia Flaviviridac continha
somente um gendro, ox Flavivirus, No entanto, as
pestiviroses (COLLETT ¢ COLS., 1988} ¢ o virus da
hepatite C (0 agenfe caracterizado como hepatite nilo
A ¢ ndo BY (CHOO & COLS., 1989} foram incluidos
na familia como 2 géneros adicionais.

Da famitia Flaviviridae ja foram isolados pelos
menos 68 virus (CALISHER ¢ COLS., 1989} dos quais
26 (44%) sfo de importineia médica, entre eles: fe-
bre amarela (YF), encefalite japonesa {JE) e encefalite
fransmitida por carrapato (TBE) (MONATH, 1990).

A manutencdo desles viras pa natureza ocorre em
um ciclo de transinissio gque envolve mosquites o
carrapatos ¢ vertebrados (CHAMBERLAIN, 1980).
Apesar de estar distribuido ao redor do munde, com
exceclio da regifio polar, um flavivirus especitico
pode ser geograficamente restrito a um continente
ou parte dele, como por exemplo, o virus Rocie
(ROC), isolude por LOPEZ & COLS., (1978) no
muonicipio de Rocio no BEstade de $3o Paulo (SP),
Muitas infecgdes por flavivirus nfo sio caracteriza-
das devido a falta de pesquisa € 2s dificuldades mé-
dicas em algumas dreas geograficas afetadas. O con-
trole de uma epidemia por flavivirus pode ser com-
plexo e requer tempo ¢ piémeiameme As medidas de
prevencho e profilaxia vaviam de acordo com dife-
rentes aspectos. Pode ser urha campanha macica de
irmunizacio, como ne caso da febre amarela, efon
reduclo do vetor, pela educaciio piblica e elimina-
¢io do inscto por use do inseticida em larga escala
{epidenna de dengue ou febre ai”narela} A erra-
dicaciio dos flavivirus, 1o mundo, € improvavel por
sua maniencio em animals reservatdrios ¢ por se-
rem transmitidos transovariana ou venereamenie nos
artrdpodos (REHLE, 1989).

Multiplicacdo em Cultiras de Células

Flavivirus sfio pequencs viras envelopados, com
tamanhe de 40 a 30nm de didmetro. quimicamente
compostos por proteinas, carboidratos, fosfolipidios
¢ RNA, sendo um RNA gendmico de fita simples e
senso positivo, de mais ou menos [ kb, Andlises bio-
quimicas da organizagio e multiplicacdo viral de-
monstraram  que o5 flavivirus sio similares em
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morfogénese, morfologia e estratégia de muktiplica-
gio (RICE & COLS., 1986, WEHSTAWAY., {980;
WESTAWAY, 1987).

Os tlaviviros crescem em células de mamiferos,
aves ¢ insetos (KARABARTSOS, 19801 As etapas
especificas, na replicagio de flavivirus, ndo foram
ainda descritas com detalhes. (s estdglos iniciais da
infecciio, adesfo o entrada nas células hospedeiras nio
foram identificados. Evidéncias sugerem que os vi-
rus eptram nas células por receptores de endocitose,
mediadores por uma proteina de envelope () do vi-
rus e receptores da membrana plasmdtica (GOLLINS
& PORTERFIELD, {985}

Estudos, por microscopia eletronica (ME) da infee-
¢ciio com YE ROC, “West Nile Fever”{WN) ¢ kunjin
(KUN) em células Vero t8m localizado particula vi-
ral desprovida de envelepe e agregada & superficie
das células (GOLLINS & PORTERFIELD, 1985:
HATUNE, 1987, ISHAK & COLS., 1988 NG &
LA, 1988). Em fase posterior os virus sio encon-
rrados em vesiculas polissomais, onde uma fusio da
membrana, catalizada por deido, Hibera o nucleocap-
sidec no citoplasma {GOLLINS & PORTERFIELD,
1986a ¢ b

A sintese de RNA viral pode ser detectada entre 3
& 6 horas apss a infecgfio. com a hiberachio de particu-
las infecciosas iniciando-se em mais ou menos 12
horas. Eanbora a cinética de crescimento pareca simi-
lar exn céluias de vertebrados e artrdpodos, o titulo
miximoe em diferentes células pode variar considera-
velmente (IMUSSGAY & COLS,, 1975).

Em células de vertebrados podem ser observadas
alteracfes dristicas no citoplasma, incluindo vacuo-
lizacko e proliferacio de membranas infracelulares
(MARPHY, 1980). A infecclo é comumente ¢itoci-
da, embora algumas cfludas de vertebrados nflo mos-
fremm este efeito e torname-se infectadas cropicamente
(MARPHY, 19803, Células de inselos, fals como as
linhagens continuas., orfundas de Acdes albopicius ou
Aedes vegyprt {(SINGH. 1971) ¢, particularmente, o
clone C6/36 desenvolvimento pela clopagem de cé-
fulas de larvas de Aedes afbopictus (FGARASHIL
1978) podem demonstrar efeito citopdtico, com for-
magiio de sincicios até chegar a uma destruiglo celu-
far extensa (SUITOR & COLS. 1969; TRENT &
NAEVE, 1980; BRINTON, 1986: TESH. 197%: Fl-
GUEIREDO, 1990; BARBOSA & COLS, 1993).

A replicagido do RNA envolve a sintese das fitas
negativas complementares, que sdo usadas como
molde (“template”™) para a produgio de fitas posi-
tivas. ou sio traduzidas em um peolipeptideo. Pela
localizag#o das fitas de RNA em fracdes de célu-
ias, a sintese de RNA ocorre, principalmente, na
membrana do reticulo endoplasmatico perinuclear
(BRINTON. 1986, TRENT & NAEVE, 1980:
WESTAWAY, 1980, WESTAWAY, 1987). Subfragdes,

contendo estas membranas, s8c ricas ems RNA poli-
merase dependente de RNA virus especifica (CHU &
WESTAWAY, 1985 CHU & WESTAWAY, [987,
GRUN & BRINTON, 1986, WESTAWAY, 1987,

Dengue

© género Flavivirus da familis Flaviviridae foi di-
vidido em sete complexos sorelégicos. de conlormi-
dade com as reagBes cruzadas nos testes de neutrali-
zacho. € uso de anticorpos monoclonais (Mabs) con-
tribuia para aumentar o conhecimente da esirutura
antigénica destes virus. Existem epitopos de grupo,
de complexos, de tipos, de subtipos de linhagens e
sublinhagens (TRENT. 1977; ROEHRIG & COLS.,
1983; HENCHAL & COLS.. 1982; HEINZ, 1986},

Os virus dengue constituiem um complexo anti-
génico da familia Flaviviridae, do génera Flavivirus
(CALISHER & COLS,, 1989); foram pela primeira
vez isclados em camundongos, pr SABIN &
SCHLESINER em 1943 ¢ aexisténcia de mais que um
sorotipo fol estabelecida por estudos de proteciio em
voluntdrios humanos (SABIN, 19523

Existern quatro soretipos distintos: dengue tipo |
{DEN-1), dengue tipo 2 (DEN-2), dengue tipo 3
(DEN-3) ¢ dengue tipo 4 (DEN-43, o5 quuis podem
ser diferenciados sorologicamente (WESTAWAY &
COLS., 1985 DeMADRID & PORTERFIELD, 1974)
e bioguimicamente (VEZZA & COLS., BLOCK &
COLS., 1984). Sdo vansmitidos pelo mosquito Aedes
aegypri; no entante, estudos realizados nas Filipinas,
Indonésia e Ithas do Pacifico demonstraram que Aedes
atbopictus ¢ Aedes polynesiensiz s80 vetores polen-
cials na trapsmissao (GUBLER, 1988). Outros Aedes
s5p, verores potencias, sio encontrados nos trdpicos,
onde mais da metade da populagio vive exposta i
picada de mosquitos (HALSTEAD, 198G).

Os quatro sorotipos de dengue séo importantes
patdgenos humanos & vém afetando milhdes de pes-
soas durante os dois Glthmos séeulos. A partir da se-
gunda guerra mundial, sua ocorréncia tem aumenta-
do, dramaticamente, com o progresso do transporte
aérec. A introdugio dos diversos sorotipos do virus,
em muitas regides do mundo, vem ocorrendo devido
& urbanizagfo dos trdpicos, deficiéncia dos programas
de controle do vetor {mosquito), deterioragdo dos pro-
gramas de satide piblica e em decorréncia de proble-
mas econdmicos ¢ socinis, Em funciio das alteragdes
dessas condigdes, a febre por dengue &, mundialmen-
te a doenga viral, transmitida por artrépodes, mats im-
portante em termos de mortalidade e morbidade
(GUBLER. 1987, HALSTEAD, 1988).

A dengue € uma doenca ligada ao meio ambiente
e, acita de tudo, a hdbitos domésticos da populacio.
Assim, o actimulo de recipientes com &gua em resi-
déncias, tais como vasos de flores, baldes, garrafas
vazias, mangueitas ¢ outros orpamenios, favorecem
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a profiferacio do vetor, que se muliiplica em dgnas
paradas e lmpas (GUBLER, 1892},

Oy} sorotipofs} envolvidods) nas primeiras epide-
rias, nus Américas, nfio sdo conhecidos. Estudos so-
rolégicos, realizados no Panamd, sugerem que o vi-
rus DEN-2 foi responsdvel pela epidemia de 1941-42;
porém, o DEN-3 tfambém estava presente (ROSEN,
1974} Antes de 1980, muitas epidemnias eram causa-
das por um ou, ocasionalmente, dois sorotipos de
dengue, mas nudltiplos sorotipos sdo agora endémi-
cos em diversas regides ¢ a sHuagfo de emergéncia,
criada pelo dengue hemorrdgico, como a febre he-
morrédgica do dengue ou a sindrome do choque por
virus dengue (DHEF/DSS), tormou-se um grave pro-
blema de sadde piablica, n&o s0 nas Américas, como
em virios outros pafses (GUBLER & COLS., 1986;
GUBLER, 190923,

Visto que DHE/DSS pode resultar da infecclo
seqiiencial de dois sorotipos diferentes, a inrrodugao de
M novo sorotipo cm wma dres, anterionnente infectada,
¢ potencialmente perigosa. Afetando, predominantemen-
te, criangas indigenas e jovens, a DHF/DSS foi consi-
derada um grande problema pedidttico no sudeste da
Asia e geste do Pactfico, com 600800 casos de inter-
nacio hospitalar ¢ 20.000 mortes, nas duas regides, em
menos de 2 anos (HALSTEAD, 1988).

Nos dltimos anos, a forma hemorrdgica de dengue
tem causado um malor ndmero de mortes gue outras
doengas causadas por arbovirus, Nos seres hunanos,
o$ quatro sorotipes de dengue sfo responsdveis tapto
pelo dengue cldssico como pelo DHF/DSS (HALSTED,
1988).

A primeira epidemia de DHE/DSS nas Américas
ccorren em {981, em Cuba (GUZMAN & COLS.,
1984) e a segunda nn Venezuela, em 19490, (OPAS,
1994}, Eo um intervalo de 10 anos, casos esporddicos
de doenga herporrdgica severa ou fatal, confirmados por
exames |aboratoriais, associados com dengue, foram
reporiades no México, Honduras, El Salvador, Nicu-
rigua, Jamaica, Reptblica Dominicana, Porte Rico,
Santa Licia, Aruba, Brasil, Suriname, Coldmbiae USA
{ndio endémico). Em Curacau ¢ Haiti foram descritos
casos clinicos compativels com DHE mas ndo foram
confirmados lshoratoriaimente {GUBLER, 1992).

A distribuicioe dos quatre sorotipos de dengue al-
cangou proporgdes pandémicas e existern estimativas
de que a doenca possa estar ocorrendo em 61 pafses,
em uma populacEo aproximada de 1.5 mithdo de pes-
soas, A partir de 1986, houve uma expansfio répida do
virus e grandes epidemias tém ocortido em pafses on
areas gue permaneceram fivres do dengue, por perio-
dos que variavam de 33 a 130 anos, incluindo: Brasil,
Bolivia, Paragusi, Equador, Pery e USA. Atualmente,
a dengue ¢ umsa doenga de cardter endmico nos Trd-
picos, em particular, no Caribe ¢ Ilhas do Pactfico
(KAUFAMAN, 1987; GUBLER, 1992).

30

1. Aspectos Clinicos

As manifestacdes clnicas da febre por dengue, em
casos tipicos, comega abruptamente, apés 2-7 dias de
periodo de incubagio, com febre alta, dor de cabega,
dor retrobular. A febre pode permanecer por 6-7 dias.
Os sintomas iniciais sfo seguidos por: mialgia gene-
ralizada, dor nos ossos que gumenta em severidade
(doenca popularmente denorsinada de “quebra os-
sos"), anorexia, nduseas, vomito, {raqueza ¢ prostra-
¢éo. Sintomas respiratdrios {tosse, dor de garganta ¢
rinife) s&o comnuns, principalmente em criangas. Exan-
tema macular pode aparceer no primeire ou noe segun-
do dia. Ja no terceiro ou quarto dia aparece am segun-
do exantema macnio papular ou mobilfiforme e ndo
irritante, localizado primeiro o tronco. espalhando-
se para a face ¢ labios, podendo, ainda, descamar.
Linfadenopatia generulizada, hiperestesia cutines e
sensagic de tato alterado podem acompanhar estes
passos da doenga. Pentmenos hemorrdgicos sdo nota-
dos em poucos ¢asos ¢ incluem petéquias, epistaxes,
sangramento intestinal, menorragia e prova do lago
positiva (SILER & COLS., 1926, SIMMONS e COLS
1931; SABIN. 1952).

PHF/DSS é uma doenga que se injcia de forma
semelhante ao dengue cldssico mas, 2-5 dias depois,
progride rapidamente para uma forma severa com
prostragio, irritabilidade, chogue com extremidades
frias e imidas, sudorese, clanose periférica, respira-
¢Ao répida, pulso ripide e hipotensiio. Ocorrem he-
morragias espontineas, incluindo petéguias, eguimo-
ses, epistaxes etc. AlteragSes fisicas incluem hemor-
ragias na pele, derrame pleural, alteragBes nos sinais
vitais e hepatomegalia, Anormalidades Iaboratoriais
incluem hematderito elevado, trombocitopenia, hipo-
proteinemia, queda de complemento (especialinente
C3), nivel de fibrinogénio e a presencga de produtos
de fibrina dividida no plasma. A progressio do cho-
que ¢ ripida e, sem tratamento, 50% dos pacientes
com DHE/DSS morrem. Entretanto, reconhecimento
répido e tratamento apropriado, principalmente hidra-
tagfio, resnltam em raros casos fatais, na ordem de 1%
{COHIN & HALSTEAD, 1996, NIMMANILYA &
COLS,, 1969; HALSTREAD & COLS., 1970; SAN-
GRAWIBHA & COLS., 1984; BURKER & COLS,,
19883,

2. Como ¢ Porque Ocorre DHF/DSS

DHEF/DSS sio sindromes severas ¢ caracterizadas
pelo aumento da permeabilidade vascular e hemor-
ragia (“hemostasi’) anormais. Ocorrem em individu-
os que 4 foram imunizados com um sorotipo de den-
gue (ou criangas com menos de am ano nascidas de
mies dengue-imunizadas) e infectados por um segun-
do soretipo. Os fagdeitos mononucieados, onde o vi-
rus se multiplica, sdo as células-alvo mais importan-
tes da infecgio por dengue (BOONPUCKNAVIG &
COLS., 1981 Concentraciio subneutralizante de
anticorpos para dengue anmentam a infecgéo do vi-
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mms nestas células e embora os estudos sobre este as-
sunto ndo sejam definftivos, a hipdtese da imunidade
aumeniada (“enhancement”) estd baseada na premis-
sa que um grapde ndmerc de fagdcitos mononuclea-
dos infectados, aumentem a severidade da doenga
(HALSTEAD, 1983,

Os principios imunoldgicos, na DHE/DSS, estio
ligados & existéncia na natureza de quatro tipos de
dengue sorclogicamente relacionados (WESTAWAY
& COLS., 1985; DeMADRID & PORTERFIELD
1974). Individuos infectados com um Sorotips tem
imunidade por toda vida, para reinfecgio pelo mes-
moe sorotipo, mas sio suscetiveis & infecgdo com
sorotipo heterdlogo, apds um peguenc perfodo de pro-
techo cruzada (SABIN, 1952). A DHF/DSS tem sido
documentada somente em individuos com uma segon-

da, mas nio com uma tercetra ou guarta infecgio por

dengue (HALSTEAD, 1088).

O mecanismo patologico de DITF/DSS € uma das
gquestdes mais importantes da infecgio por dengue e
nio estd completamente elucidada. Tem sido suge-
rido que anticorpos pré-existentes {primeira infec-
¢lio), responsdveis pela neutralizacdo. awmentam a
captagio e mulliplicagdo do virus na célula-alvo, re-
sultando na produgio de anticorpo dependente
{Antibody-Dependent eshancement-ADE)}, seguido
de imunizagdo por um virus dengue heterotipico
(ECKELS & COLS,, 1983 HALSTEAD & COLS,,
1984; HALSTED, 1988).

Teoricamente, pode ocorrer pelo menos duas razdes
pelas quais os anticorpos nido sejam eficientes na neu-
tralizaclo dos virus dengue, numa segunda infecgio:
primeira, pode faltar especificidade do anticorpo con-
tra epitopos de cutro sorotipo do virns; seguada, os
titulos de anticorpos homdlogos podem ser baixos
para se ligarem ao antigeno (HALSTEAD., 19883

Tem side sugerido, ainda, gue a severidade da do-
enga pode estar correlacionada com propriedades bio-
togicas do virus dengue (ROSEN, 1987: MORENS &
COLS., 19913, Contude, andlises da seqli€ncia de pro-
tefnas do virus desgue, de linhagens isoladas, tanto a
partir de casos brandos como de casos severos, nio
revelaram substituiciio especifica de aminodcidos as-
soctada i severidade da doenca, nfo demonstrando
uma alteracio genética dos virus envolvidos nas in-
fecctes {BLOK & COLS., 1989).

Algumas teorias foram propostas para explicar por-
que o aumento da multiplicacfic viral, em mondcitos,
leva & seqiielas hemorrdgicas ou chogque:

1-Foi verificado experimentalmente, em ratos, que
a produgio de uma linfocina, por linfécito-T aumen-
ta a permeabilidade vascular, via histidina dependen-

te. E desconhecido o fato de uma lnfocina semelhante
ser produzida no ser humanc (KHANNA & COLS.,
1980; CHATURVED & COLS., 19803,

2-Mondcitos infectados ©®m nivel aumentado do
complexo ativador-inibidor de plasminogénio (PAl-
1) sobre sua superficie ¢ isto poderia levar a um
desequilibrio na hemostase, I, entretanto, dificil ex-
plicar como um aumento de 2 a 3 vezes na concentra-
¢do do PAL-Z, na relativamente pequena quantidade
de mondcitos circulantes, levaria a drdstice queda na
contagem de plaguetas e aumento agudo da permeabi-
lidade, que sdo caracteristicas marcantes de DHF/DRSS
{KRISHNAMURTI & COLS., 1989).

3-Linfécitos humanos sfo estimulados a produ-
ziv interferon aifz e gama por mondciios infectados
com dengue ¢ por antigencs de dengue. £ notdrio
que mtesferon tardio inibe a multiplicagfo viral e
pode, entdo, conter a aclo do efeito do interferon
gama {(KURANE & ENNIS, 1987; KURANE &
COLS., 1989,

4-Clones de Hnfocitos T apresentar reacio cruzada
para diferentes sorotipos de DEN e podem lisar célu-
tas infectadas, sugerindo fazer parte deste processo na
patogénese da DHF/DSS (KURANE & COLS., 19891

3. Estrutura Molecular do Virus Dengue

Como cutres flavivirus, o virus dengue € wim vi-
rus RNA, cnvclopado contendo um nudmcapﬁ fdeo
com ENA gendmico de fits simples, senso positivo,
aproximadamente 11Kb e 4,2 a 4,4 x 10* daltons
(RICE & COLS., 1986; WESTAWAY, 1980); WES-
TAWAY, 19873, O terminal 5 do RNA gendmico
possui um “cap” tipo [ (m7GppAmp} e conserva a
seqiiéncia dinucleotidica AG (CLARKE & COLS.,
1987). Nio possui a cavda poli A (poliadenina), ca-
racteristica de mRNA, no werminal 3(RICE &
COLS., 1986). Niao prudu“ ENA mensageiro subge-
nomico e temn um grande nidmero de mRNA traduzi-
do, completamente. nas céiplas eucarioticas, Um
aspecto bastante importanie do genoma dos flavivi-
rus € a presenga de “Open Reading Frame” (ORF)
de mais ou menos 180000 pares de bases. Os ORFs
de diferentes flavivirus comecam no resfduo metio-
nira indo até a base 10.158 em DEN-4, 2 10.302 em

“Murray Valley Encephalitis” (MVE) ¢ ¢ responsé-
vel pela codificagio de poliproteinas de 3.386 2 3.434
aminodcidos {CHAMBERS, 19%0a).

Esta poliproteina € processada, por proteinases
virais e celulares, em protefnas estruturais e nio es-
truturais, via co-traducio e pés-tradugio, em associa-
¢lo com a membrana da célula hospedeira (RICE &
COLS., 1983, CHAMBERS, 1990x; RICE &
STRAUSS, 199G}
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A ordem de codificaciio das protefnas ao longo do
ORF é: 5-C-prM{M)}-B-NS -NS,A-NS B-NS -NS A-
N8 B-NS.-3" onde:

C = proteina de capsideo

privl = pré matriz-precursor da proteina de matriz

M = protefina de matriz

E protefna de envelope

ft

NS = proteinas nfo estrafgais

No terminal 5% sdo codificadas as protefnas estru-
turais O M, E, associadas zo virus extracelular ma-
dura, As proteinas nfo estrutarais (NS} incluem trés
proteinas grandes, altamente conservadas. N5, NS, ¢
NS, e quatro protefnas mencres, pouco conservadas,
NS,A, NS B, NS A ¢ N5.B, com alividades diversas
(CHAMBERS, 1990 COIA & COLS., 1988;
DEUBEL & COLS.. 1986; DEUBEL & COLS., 1988:
RIE & COLS., 1989, MACKOW & COLS., 1987,
MANDL & COLS.. 1989 OSATOMI & SUMIYOSHI,
1990; PLENEV & COLS., 1990, RICE & cols, 1985,
1986, SUMIYOSHI & COLS., 1987. WESTAWAY,
1987 YAMSHCHIKOV & COMPANS, 1995; ZHAO
& COLS., [986).

Ax protefnas virals individuais sio produzidas por
clivagens prosecliticas de precursor (CHAMBERS &
COLS., 1990a; CLEVES, 19853 A tradugio experimen-
tal, usando células Vero (African Green Monkey)
infegtadas com virus KUN, demonstra que as proteinas
virals sfo sintetizadas na mesma ordem da segiiéncia
gendimica (SCHRADER & WESTAWAY. 15883,

Embora ndo haja prova rigorosa das varias etupas do
processamento de poliproteinas em flavivirus, parece
que a radugio estd associada ao reticudo endoplasmé-
teo rugoso (RER). Tradugdio, quebra, aquisicae da to-
pologia correta da protefna, reunido do complexo de
rephicacdo e morfogénese do virus estio wdos intima-
mente relacionados (CHAMBERS, 19904}

4. Frotefnas Estrutirals

A protefna C presente na particula viral € pequena,
com PM-12-14 kDa. Céopias miltiplas desta proteina,
associadas com RNA viral, formam o nucleocapsideo
dos flaviviras e pode ser encontrada em diferentes for-
mas (RICE & COLS, 1986; MARKOFLE, 1989}

A seqliéneia de aminodcidos das proteinas C, dos
diferentes flavivirus, apresesta pouca homologia nas
regides hidrofdbicas e hidrofticas. Quando sintetiza-
das. como parte da poliprotefna, tém um dominio
hidrofébico no seu carboxi terminal, o qual aparente-
mente, alui como segidncia sinal para a inserciio de
M ne retiowdo endoplasmdtico rugoso (NOWAK &
COLS., 1989).
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A gliceproteina prM possul peso molecular de 18,1
o 19,0 kDa e ¢ precursora da protefna estrutural M,
{(SPEIGHT & COLS., 1988). O processamento protec-
ltico de pri, para o produto M, € um processo tar-
dic nu matoragie do flavivirus {RANDOLFPH &
COLS., 1990 GUIRAKHOO & COLS., 1991 ¢ 1992}
Esta quebsra depende do envolvimento de vm dcido e
acredita-se que sefa efetvada por uma profease da
célulz  hospedeira (HEINZ & COLS. 1994
RANDOLPH & COLS., 1990), Anglise dos virus West
Nile (WN), DEN-2 e TBE sugerem que a clivagem é
necessdria para a completa infectividade do vivug
(WENGLER & WENGLER, 1989; RANDGLPH &
COLS., 1990) e possivel atividade de fusdo A célula
alva {GUIRAKHOO & COLS., 19913, O processo de
guebra pode ocorrer em vesiculas deidas do Comple-
%o de Golgl, em wm sito fortemente bisico {DXEUBEL
& COLS., 1986; RANDOLPH & COLS.. 1990).

O segundo N-terminad do prM €, predominantemen-
te, hidrofilico, contendo 6 residuos de ¢isteina con-
servados, todos participando de pontes dissulfidicas
e um nimero varlivel de sftios potencials de glicosi-
lagio (NOWAK & WENGLER, 1987),

Na particuls intracelular, desprovida de envelope, &
proteina prM estd associada & proteina E, na confor-
maghio heterodimérica {WENGLER & WENGILER,
1989); a interagBo de prM com B parece ser necessdria
para a protecio de B vas trocas conformacionals
irreversivels, durante maturagiio dentro das vesiculas
dcidas ¢ a exovitose (RANDOLPH & COLS.. {990a;
GUIRAKHOO & COLS., 1992).

As protefnas prM e M sfo encontradas no virus
intracetular e extracelular, vespectivamente. A fangdo
da proteina M no virus € ainda desconhecida.
(MURRAY & COLS., 1993; RANDOLPH & COLS.,
1990; YAMSHCHIKOV & COMPANS, 1993).

A protefna E € a maior proteina estroturad da parti-
cula viral, com um peso molecular de 53 a 538kDa. Esta
proteina é importante em diversas atividades biolé-
gicas, incluinde: montagem do virus {maturagio},
fusdo celular (possui receptores de ligacdo), indugiio
de anticorpos neutralizantes, imunidade protetora,
produgdo de anticorpos que intbem a aglutinacfo de
eritréeifos € ¢ um dos ant{genos mais inporlantes,
para diagnostico (HEINZ, 1986; SMITH & WRIGHT,
LO85).

A proteina £ deve sofrer rearranjo conformacional
induzido por pH dcide (GUIRAKHOO & COLS,,
1989), que parece ser crucial para a capacidade de
infectividade do virms. Tem-se aventade a hipdiese que
pH dcido favorece a entrada de favivirus no citoplasma,
o qual parece estimular fusde das membranas virais e
da célula hospedeira (GOLLINS & PORTERFIELD.
1986b; KIMURA & OHYAMA, 1988 GHIRAKHOO
& COLS., 1989: HASE & COLS., 1989; SUMMERS
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& COLS., 1989; RANDOLPH & STOLLAR, 1990;
GUIRAKHOO & COLS., 19913

Na proteina E foram definidos wés dominios
antigénicos, 1, IT e B, gue correspondem & entidades
estruturais diferentes. O dominio 1 € estabilizado por
quatro pontes dissulfidicas mas, wrocas conformacionads
Ao induzidas com (ratamento em pH dcido e dodecil
sulfate de sédio {SDSY (ROEHRING & COLS.,
1990). Uma seqiiéncia consenso, que vai do
aminocdcido 98 a 111, estd localizada neste dominio
e pode corresponder & seqlidncia que responde pela
fusdo. Um segundo dominio (11D, cercado de uma re-
gifio de alta variabilidade, carregando uma cadeira
lateral. é encontrado na maioria dos virus do comple-
xo TBE, JE ¢ DEN. Tem-se demostrado gque o domi-
nie 1H de JE ¢ DEN-1 contém um fragmento de mais
ou menos 100 aminodcidos, requerendo vma ponte
dissulfito N-terminal entre a cistefna 304 e 335 ou 302
@ 333, respectivamente, para manter & estrutara
conformacional dos sitios antigénicos (ROEHRING
& COLS., 1990 {o dominic I foi definido como
dominio 11 por MASON & COLS,, 1990},

A protefna E, do virus dengue, contém determinan-
tes antigénicos sorotipo especificos que partipam do
processo de neutralizagfio do vivus (GENTRY &
COLS., 19821, Anticorpos monocionais (MAbDs), es-
pecificos, para proteina B, sfio capazes de, passiva-
mente, proteger camundongos de uma infecgdo por
dengne (KAUFMAN & COLS.. 1987).

A proteina E do dengue contém 2 sitios para glico-
silagdo (SMITH &WRIGHT, 1983}, mediando a H-
gaciio do vitus a recepiores de superficie da célula
hospedeira e os passos de fuslo intraendossomal
(STEPHENSON, 1988). O desenvolvimenio da tec-
nologia de MADbs, informacio sobre seqlidncias gé-
nicas, o uso de quebras de fragmentos de protefnas ou
peptideos sintéticos permitiv gue muitas das proprie-
dades conformacionais e funcionais das protefnas E
dos flavivirus fossem determinadas (HEINZ, 1986,
ROEHRING & COLS., 1989, 199G}

Andlises dos MAbs contra glicoproteina E, de Den-
2, permitiven aidentificagio de 7 epitopos (HENCHAL
& COLS., 1985) MEGRET & COLS. (1992, empre-
gando a téemdca de  “immunoblotting”, mapearam
epitopos desta protefna em DEN, utilizando MAbs
contra fragmentos de proteina B, expressos por produ-
tos fusio de plasmidio topE-E em E.coff.

3. Proteinay néo estruturais

A proteina niio estrutural NS, nos 4 sorotipos de
DEN, tem peso molecular que varia de 35 a 53 kDa,
apresentando diferentes pontos isoelétrices; coniém
residuos de 12 cistefna conservadas (excelo em DEN-
4) 2 sitios de glicosilagfo em posigbes invaridveis
(MACKOW & COLS,, 1987}

Esta proteina pode ser expressa tanto em associu-
¢iio com a superficie celular come dentro das célulus
infectadas por dengue (CARDIFF & LUND, 19706).
podendo ser, ainda. encentrada com o antigens sold-
vel, fixando complemento em sobreradante de culin-
ra de célula e em soyos de camundongoes infoctados
cont dengue {BRANDT & COLS., 1970a.b), O domi-
mo hidrofdbico do C-tepminal de NS, pode servir
como um sinal para ligacio da pz'{)teiué na wembra-
na, (3 seu papel na replicago do virus ndo é conheci-
do. O fato de estar presente em grande quanudade em
células imfectadas com DEN-2, sugere gue ela pade
estar relacionads com a montagem ¢ matwraclo dos
virus (RICE & COLS., 1986).

A glicopro[e.ina NS, pode ter wn pea;}:; tmporiante
na resposta imune pam infeeghio por v {ros dengue,
desde que a imunizagdo passiva ou aliva possa prote-
ger camundongos confra o desafic do virus letal
(SCHLESINGER & COLS., 1987y, Juntamente com
a glicoproteina B, parcce ser a candidata mals prova-
vel para o desenvolvimento de uma vacina (MASQON
& COLS., 1990; BLITVICH e COLS., 1995},

NS, A, NS.B, NS A e NS B slio proteinas nic es-
truturais, pequenas, hidrof6bicas, falver associadas
as membranas ¢ pobremente conservadas entre os
flavivirns (MANDIL & COLS.. [989:RICE & COLS.,
1980; SPEIGHT & WESTAWAY, 1989},

Para as protefnas NS, A e N5, B fol proposta uma
atividade de protease. Papel bioquimico ccpec;"ﬁm
para NS A e NS.B nfo tem sido demonstrado, mas €
a\ventad'z a pos-,aba idade Jde estarem envoividas no
estabelecimenio do complexo de replicacio (RICE &
COLS., 1986: PRELIGSCHAT & COLS. 1990
FALGOUT & COLS. 1991 ). Menbuma modificacio
pas-traducional € conhaoida nestas proteinas, a des-
peito da existénela de win s ligado & glicosilagio,
conservado na porgio C-tormvinal de NSIAB (LEE &
COLS., 1990y

NS, ¢ a segunda maior vroteina viral (PM 68 a 70
kDa), altamente consersada eantre o5 flavivimns
(MANDL & COLS., 1982 (RICE & COLS., 1980),
parecendo ter wm papel importante na replicagio viral,
ComparacSes, em sua seyligncia de aminodcidos,
sugerem que esta profeina € no minimo bifuncional,
contende tanto uma atividade de protease como vnx
atividade de nucleotideo mifosfatase/helicase, RNA de-
pendenie de RNA. Bstas fungBes proprias sugerem uma
locatizagho citoplasmédca para NS_{GOREALENYA
& COLS., 1989), ‘

NS, € 2 maior (PM 103 a 164 kDa) ¢ a naks conger-
vada proteina dos flavivirus; possui estrutura bdsica
e nfo contém nenhuma segii€ncia hidrofdhica longa.
O papel provivel de NS, pode ser o de RNA
polimerase viral e a localizagio da sua porgiio N-ter-
minal obtida per clivagem, presumivelmente por NS,
ou uma protease alternativa. em compartimento cito-

L
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plasmatico, sugere que NS, estd localizada no
citoplasma, embora associada & membranas (MANDL
& COLS., 1989 CHAMBERS, 199Ga).

6. Processamento da poliproteing

Andlise da seqiéneia de aminodeido, perto dos si-
tios de clivagem das poliprotefnas dos favivirus, in-
dica que existem virias classes distinies do mecanis-
mo de gquebra,

A poliproteina, na co- e pds-tradugio, & processada
pela proteinase viral NS, em associagliio &s  pro-
teinases da célula hospedeira {CHAMBERS & COLS,,
199Gz ¢ ¢}, Peptidases sinais, da célula hospedeira, que,
no geral, clivam co-tradugiio e funcionam no idmen do
retfeulo endoplasmdtico, estde envolvidas no proces.
samento das protefnas estruturais. A proteinase NS, que
talvez funcione no citossol, estd envolvida na ptedug'io
do N-terminat das proteinas nio estruturais NS, B e NS,
¢ poden, ainda, quebrar a peliproteina para produzir a
porgio N-terminal de NS4A e de NS, (PREUGSCHAT
& COLS., 1990; CHAMBERS ¢ COLS., 1990 a & ¢;
RICE ¢ STRAUSS, 1650).

Experimentos de express3o “in vivo” e “in vitro”
Jrem como experimentos de delegio t8m estabeleci-
do, com seguranga, que NS2B € absolutamente reque-
rido, em adicio & NS3, para processamente da
poliproteina de flavivirus, mas os residuos funcionais
dentro de N52B e o mecanismo pelo qual NS2B parti-
cipa na atividade proteinase nfo foram ainda definidos
(PREUGSCHAT & STRAUSS, 1990: CHAMBERS &
COLS. 1991 FALGOUT & COLS., 1991).

YAMSHCHIKOV & COMPANS (1993) propuse-
ram um modelo de clivagem para C/prM. Neste mo-
delo, o processamento ccorre com eficiénela s6 na pre-
senga da protease viral NS2B-NS3 (CHAMBERS &
COLS., 1990a). J& as guebras de prM/E; E/NST ¢
NS4A/NS4B parecem ser mediadas por sinais (RICE
e COLS. 1985, SPEIGT e COLS.. 18988) da célula hos-
pedeira (BIEDRZYCKA & COLS, 1887, NOVAK &
COLS., 1989 RUIZ LINARES & COLS., 1939
SPEIGHT & COLS., 1988; WRIGHT & CO] 5.

19893, As proteases que clivam as ligagbes NSI/NS2A
nfo foram identificadas, embora sequéneias encontra-
das dentro de NSZA parecem ser requeridas para que-
bra caracterfstica da jungiio NS /NS A (FALGOUT &
COLS., 1989). )

Parece que 4 t;iiebl a enire NS A & NS B ¢ mediada
por uma protefna viral codific add com cspcuhud.idu
dnica. PREUGSCHAT & STRAUSS (1991} mostra-
ram gque a regifio N-terminal de NS A ¢ pmdu/idd pela
proteinase viral N5, e gue N§, B também, é pos-
traducionalmente modificada m célula infectada.

FALGOUT & COLS,, (1991} realizaram estudos
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para analisar as clivagens poliproteicas de DEN-4 ¢
identificar as fungles virais que 40 necessinas para
que ocorram os eventos proteoliticos, Esies autores
mostraram que NS, A € requerido para quebrar NS,/
NS.A. Foram descritas evidéncias de que NS Be N§
sAo requeridas para a qucbm de NS, A/NS, B e NS B/
NS,, bem como, N8,B é necessario para a quebm de
NS, /l\? Ae dpazt,mcmenti, vérias outras clivagens
espemf;ca% deniro de NS,

7. Diagndstico Laboratorial

As viroses por dengue estdo entre os flavivirus mais
dificeis de isolamento e propagagdo {GUBLER, 1988),
Iniciaimente, eram usados, apenas, dois métedos para
isolamento primdric de flavivirus: inoculaciio em ca-
mundongo recén-nascido e cultura de células de ver-
tebrados (Vero, BHK, LLC-MK2) {KARABATSOS,
1980, 1085}, Hstes sistemas, no entanto, sdo de valor
limitado no isolamento do virus dengue, uma vez que,
usualmente, nfio sfo patogénicos para camundongo
recém-nascidos € maitos nde produzem CPE ou pla-
cas em culturas de céludas de vertebrados em passagens
iniciais (ROSEN & GUBLER, 1974; GUBLER, 1988).

ROSEN & GLUBER (1974) desenvolveram uma
pova téenica de 1selamento do virus dengue, na gual
0s cspécimens cram inoculados dirctamente em mos-
guitos Aedes albopictus adultos.

O método mostrou-se sensivel e relativamente ré-
pido, pois os mosquitos sdo hospedeiros natirais des-
tes virus, sendo, portante, altamente suscetivels & in-
feccho e & replicagfo do virus. No entanto, a téenica
de inoculag@o em mosquito, apesar de muito sensived,
requer habilidade na inoculagfio ¢ ambiente adeguado
para criaciio do insefo. Por estas razdes ndo ¢ muito
prétice no diagnostico laboratorial de rotina (ROSEN
& GUBLER, 1974; KUBERSKI & ROSEN, 1977).

SINGH & PAUL (1969} reportaram, pela primeira
vez, 0 isolamento do vires denguee em cultura de células
de Aedes albopictus. A partir deste perfodo varias linha-
gens celulares de inseto vém sendo utilizadas para esse
propasito, tais como: Aedes aegypri, Toxyrhvnchites
amboinensis (TRA), Aedes pseudoscuteliaris (AP-01),
Aedes albopictus e, particularmente, o clone C6/36, de-
segvolvido pela clonagem da linhagan Aedes
albopictus (SINGH, 1967; 1971, VARMA & COLS.,
1974; IGARASHIL, 1978; TESH, 1979 KUNO, 1982,
1983, KUNO & COLS., 1985; SINARACHATMANT
& OLSON, 1973}

Estas linhagens apresentam como vantagem, no iso-
lamento do virus dengue sobre as culturas de células
de vertebrados (RACE & COLS., 1979; CHAPPELL
& COLS., 1971), a sensibilidade, o fdci! crescimento
¢ manutencio & temperatura de 28°C (SINGH &
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PAUL, 1969, IGARASHI 1978; VARMA & COLS,
19743,

Sabe-se que células de mosquito, infectadas com
flaviviras, podem ou nfo apresentar CPE, depen-
dendo do vivas e da célula hospedeira (HENCHAL
& PUTNAK, 199G; ELIOTT & WILKIE, 1986).
Em dois estudos comparatives das linhagens,
TRA-254, AP-61 e C6/36 observou-se gque a linha-
gem celular TRA-284 foi mais sensivel & infecglio
pelo virus dengue selvagem. Mesmo assim, esta
Hinhagem apresenta um grau de sensibilidade me-
por que a técnica de inoculacdio em mosquito.
Estas ¢élulas foram adaptadas em meio sem soro
e cultivadas em garrafas on tubos de vidro, sendo
entio denominadas TRA-2B4-SFG (KUNO &
COLS., 1985; GUBLER, 1988).

A TRA-284-SFG, (adaptada para crescer em su-
portes de vidro} no entanto, tem crescimento len-
to, particelarmente nos dois primeiros dias e o ren-
dimento dos repiques ¢ de 13 ou no médximo 1:4,
proporgdes superiores resultam em monocamadas
incompletas. As células devem ser separadas e
ressuspendidas gentilmente, e apesar de todos estes
cuidados & maioria das garrafss e tubos, geralmente,
apresentam um grande mimere de células em grameo.
A detecclo do virus s6 pode ser feita através da IFL
uma vez que estas células nlio apresentam CPE.

Devido a estas dificuldades no cultivo da TRA-
284-STG, e apesar de existirem virias culturas de
células, de vertebrados ou invertebrados, para o iso-
lamente de flavivirus (XUNO, 1982; GUBLER &
COLS,, 1984; KUNO & COLS., 1985), o método ro-
tineiro de isolamento do virus dengue, hoje, ¢ a
inoculagiio em células de mosquite, clone C3/36
(IGARASHI, 1978}

Assim, para a vigildncia epidemioldgica de dengue,
as culturas de células de mosquito podem ser usados
por laberatdrios de virologia com rotina em cultura
de células; elas consomem menos tempo ¢ um gran-
de niimero de amostras podem ser processadas.

A identificacio dos virus dengue isolados € reali-
zuda por imunofluorescéneia indireta {IFD. A TF com
Mabs permite a identificacfio dos sorotipos isolados,
em baixas passagens (KUBERSKI & ROSEN, 1977;
HENCHAL & COLS,, 1982, 1983).

A utilizagBo de técnicas de biologia molecular para o
diagnostico de dengue pode permitir o desenvolvimen-
to de testes ripidos, sensiveis e especificos.

Técnicas de hibridizagdo do dcido nucléico t#m se
mostrado cada vez mais dteis no disgndstico viral. A
detecgio do agente viral pode ser realizada por
hibridizag@o “in situ”, em suporte de membrana de
pitroceluiose ou “nylon” (Southern blot, Northern
blot ou dot blot), usande como molde (probe), frag-

menios de RNA, ¢cDNA ou oligonucleotidec sintético
marcados (QLSON & COLS., 1988; CHANDLER &
COLS., 1993; KILLEN & SULLIVAN, 1993),

Andlises por impressio digital (“Fingerprinting™},
de oligonucleotideos ou polimorfismo de sitios de
restricio, sdo usadas come metodologia epide-
miologica para estudo da divergéneia génica de virus
isolados a partir de diferentes regides geogrdficas.
Bstudos com DEN-1 (REPIK & COLS., 1983), DEN-
2(TRENT & COLS,, 1989 TRENT & COLS., 1983},
DEN-3 (HENCHAL & COLS,, 1986), MVE (LOBIGS
& COLS., 1986}, SLE{TRENT & COLS., 1981, 1987)
e YT (DEUBEL & COLS., 1986) revelaram conside-
ravel homogeneidade genética, embora variedades
virals diferentes possam ser detectadas e correla-
cionadas com a origem geografica.

Cada um dos quatre sorotipes do virus dengue €
antigenicarente distinto, apresentando uma Gnica ima-
gem de “fingerprint”, de oligonucieotidec ¢ modelo
especifico de restrigio para eDNA (VEZZA & COLS,,
1980; BLOCK, 1985). Os sorotipos de dengue isola-
dos em diferentes partes do mndo, #m sido ainda clas-
sificados e topotipos, quando existe mais de 70% de
sirnilaridade entre eles (TRENT & COLS., 1981, {960,

Estudos do segiienciamento de virus representati-
vos dos quatro sorolipos de dengue contribuiram para
o entendimento da estrutura ¢ inter-relaciio destes
virus, demonstrando uma sinlaridade de 70% na
segiiéncia de aminodeidos entre os quatro sorotipos e
cerca de 50% de similaridade com outros membros
da familia Flaviridae, tats como o YFe 0o JE (FU &
COLS,, 1992; HAHN & COLS., 1988; MACKOW &
COLS. 1987, OSATOMI & SUMIYOSHI, 1990).

A utitizagho da téenica de polimerizacio em cadeia
{Polymerase Chain Reaction-PCR) € uma alternativa, na
identificacio dos virus dengue, pois em algumas horas
pode-se obter grande quantidade do material genético do
virus, a partiv de amostras de soro ou lesdes reciduais
(OPAS, 1994), este mateial pode, entlio, ser analisado
por seqilenciamento, hibridizagiio, eletroforese em gel
de agarose ou alnda por padrio de restrigio (HENCHAL
& COLS, 1991, 1994, LANCIOTT! & COLS., 1992,
CHANDLER & COLS., 1993, MORITA & COLS,,
1991, 1994).

No entanto. estas téenicas 50 podem, ainda, ser uti-
tizadas por alguns laboratérios de referéncia, uma vez
que requerem téonicos especializados, equipamentos
relativamente caros e reagentes puros € que sejam
fransportados e estocados adeguadamente. Todos es-
tes requisitos tornam dificil a utilizagBo de tais ¥eni-
cas na majoria dos laboratérios de sadde publica, nos
pafses em desenvolvimento.

Muitas infecgbes por flavivirus sio diagnosticadas

por testes soroldgicos, para a deteccfo de anticorpos
especificos, destacando-se entre estes: HI (CLARK &
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CASALS., 1958), FC (ROSEN & GUBLER, 1974,
KUBERSKI & ROSEN, 1977 a TESH, 1979), NT
{RUSSELL & COLS,, 1972; RUSSELL & NISALAK,
1967 RUSSELL & McCOWN, 1972) e ensaios
enzimdticos por captura de IgM (MAC-ELISA) (KUNO
& COLS., 1987).

O teste HI detecta determinantes antigénicos gru-
po-reativos, o de FC é intermedidrio em especificidade
e o teste de NT € considerado tipo especifico. O teste
de NT é usado, também, para a {dentificacio de virus
¢ definicio dos subgrupos intimamente relacionados
(CALISHER & COLS.. 1989).

Os anticorpos de grupo dos flavivirus sdo respon-
séveis pelo alto grau de reagdo cruzada, particular-
mente em FC e HI, resultande na dificuldade de in-
terpretagio dos testes sorolégicos. Além disso, FC, HI
e NT requerem amostias pareadas de soros dos casos
suspeitos; por conseqliéncia, a confirmagio lubora-
torial ge torna demorada (OPAS, 1994).

Por outro lado, MAC-ELISA requer somente nma
amostra de soro, pois detecta imunoglobulinas da clas-
se TgM, que indicam infeccBes recentes, razio pela
qual vem sendo largamente utiizado, No entanto, este
teste detecty apenas o complexo dengue, ndo sendo
possivel distinguir dengue tipo especifico, bem como
infecedes simuitineas por mais de um flavivirus
{RACE; 1979: TESH, 1979; OPAS, 1994},

A interpretacio de um teste soroldgico pode ser, na
maioria das vezes, dificil, pois anticorpos anti-flavivirus
podem apresentar reagbes cruzadas. Assim, infecglo
pregressa ou a aphcagio de wna vacina podem induzir
a tormagdo de anticorpos gue sio detectados pelas pro-
vas sorelogicas convencionais (MONATH, 19963,

A especificidade antigénica para protefnas virais pode
ser determinada por “dot-blot” ou “imunoblotiing”

{(KAUFMANN, 1987;. A combinacio dos testes de
eletroforese e “Western Blot” para a caracterjzagio de
anticorpos contra protefnas de dengue tem sido de
grande vantagem, pois estes ensaios podem fornecer
respostas quantitativas e qualitativas para proteinas
virais estruturais e niio estruturais, spum sé fempo
(CHURDBOONCHAT & COLS., 1987, 1991
WINKLER & COLS., 1988; FEIGHNY & COLS,
1992; PRYOR & WRIGHT, 1994).

Considerdveis esforcos vém sende empregados para
o desenvolvimento de uma vacina parg dengue, no
entante, até 0 momento a eficiéneia das diferentes
vacipas € Hmitada a um dos sorotipos. Muita atengéo
terst side direcionada para o SOrotipo 2, por ser o mais
relacionado a DHF/DSS (SANGEKWIBBA & COLS,,
1984 BHAMARAPRAVATI & COLS., 1987). A pro-
duciic de uma vacina eficients pura DEN-2, nao solu-
ciona o problema, tma vez que o iunizacdo por um
tnico sorotipo, mesmo sendo DEN-2, nfo protege o
individuo contra DHF/DSS. Vacinas efetivas existen
para wés flaviviras: YF JE ¢ TBE. Tentativas para se
produzir vacinas eficientes para outros flavivirus fo-
ram realizadas com virus atenuado ou inativado
(ECKLS & COLS., 1984, 1985; 1988).

(O desenvolvimento da tecnologia do DNA recom-
binante ¢ sua aplicagdio para o estudo da estrutura e
expressiio do genoma dos flavivirus abriv wma nova
possibilidade para a producio de vacinas de flavivirus,
utilizando-se subunidades recombinantes, em pasticu-
lar as protefnas E (KONISHI & COLS., 199i;
GALLER, 1993, VENUGOPAL & GOULG. 1994},
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