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Os virus, especialmente os que apresentam RNA como material genético,
possuem uma rapida taxa evolutiva, acumulando variagao genética em um intervalo
de tempo acessivel a estudos epidemioldgicos. Entre os virus de RNA, o virus da
dengue (Flavivirus) é o agente da mais ampla doenga viral transmitida por um
inseto vetor do género Aedes que afeta paises das regides tropicais e subtropicais.
Através de técnicas de inferéncia bayesianas por MCMC este estudo avaliou padroes
de distribuicao viral e evolugao molecular dos quatro sorotipos de virus da Dengue
(DenvI-IV) em 603 amostras da regiao do envelope distribuidas em 71 paises
e isolados por um periodo de 64 anos (1944-2008). Os resultados mostraram
semelhangas nas taxas médias de evolugdo dos sorotipos (em torno de 7.5
subst. /sitio/ano) com uma consideravel sobreposigao de 95% HDP. A coalescéncia
das amostras conjuntas sugere que a primeira divergéncia entre os sorotipos
aconteceu ha aproximadamente 1679 anos com processos de extingao, aparecimento
e expansao de novas linhagens responsaveis pela diversidade intrasorotipica
atualmente observada.  As andlises populacionais revelaram ocorréncia de
picos de crescimento relacionadas com explosivas epidemias coincidentes com
introducoes sorotipicas ocorridas principalmente nas Américas Central e do Sul.
Padroes de distribuicao geografica mostraram forte estrutura espago-temporal com

agrupamentos principalmente no sudeste asiatico e Américas.
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Capitulo 1

Introducao

A dengue é considerada uma das mais importantes doencas infecciosas
emergentes e reemergentes no mundo (Klungthong et al., 2008). E causada por um
virus de RNA transmitido através do inseto vetor Aedes e embora existam quatro
sorotipos distintos, Dengue I-IV, os sintomas provocados pela virose sao os mesmos
e variam desde um quadro assintomatico e febre leve a hemorragias graves.

Registros histéricos e controle epidemilégico da dengue sao feitos desde o
comego do século XX porém, apenas recentemente, informagoes acumuladas no
genoma viral sao usadas para reconstruir a historia epidemiologica e predizer
seu curso. Tal fato deve-se a trés principais avancos: aumento da quantidade
e disponibilidade de sequéncias virais, melhoria do processamento computacional
e desenvolvimento de sofisticadas técnicas estatisticas (Pybus e Rambaut, 2009).
Tais estudos podem auxiliar na compreensao da histéria epidemiolégica e também
projetar areas emergentes, possiveis epidemias, locais que sao fontes e reservatorios

virais além de padroes de dispersao e distribuicao (Holmes, 2008).

1.1 Organizacao da Dissertacao

O estudo proposto avaliou comparativamente todas as amostras dos
quatro sorotipos de dengue encontradas para a regiao do envelope viral (ENV)
disponiveis no GenBank até junho de 2009. A comparagao foi feita com

enfoque na evolucao molecular e padroes de distribuicao, através da reconstrugao



genealdgica, inferéncias de taxa de substitui¢ao de nucleotideos (sitio/ano), tempo
de divergéncia (anos), dinamica populacional e pressoes seletivas. Para melhor
compreensao dos assuntos aqui tratados, a dissertacao esta dividida em 6 capitulos
resumidos a seguir.

O capitulo 1 foi dedicado a uma breve descricao de véarios aspectos
relacionados ao virus da dengue (DENV) como ciclos, severidade da infecgao,
aspectos epidemiologicos e historicos. Em seguida o capitulo 2 apresenta os
objetivos deste estudo, tanto gerais quanto os mais especificos. No capitulo 3
¢ descrita a metodologias utilizadas nas andlises evolutivas das sequéncias de
dengue, dentre elas, o conjunto de dados montado, modelos de substituicao de
nucleotideos, padroes filogeograficos, métodos e parametros dos modelos evolutivos.
O capitulo 4 apresenta os varios resultados obtidos descritos separadamente
para cada sorotipo. J& no capitulo 5 os sorotipos sao discutidos envolvendo a
observacao de padroes gerais e padroes mais especificos. Finalmente no capitulo 6 é
apresentada conclusoes e perspectivas pertinentes ao estudo. Os diversos apéndices
que compoem este trabalho sao materiais de apoio ao texto inseridos de forma a

auxiliar eventuais dividas que o leitor possa ter no decorrer da leitura.

1.2 Virus

Os virus sao pequenos agentes infecciosos capazes de reproduzirem somente
no interior de células de outros organismos. Sao encontrados em quase todos os
ecossistemas e, desde a descoberta do virus do tabaco por Beijerinck em 1898, cerca
de 5.000 virus foram descritos em detalhes até hoje (Dimmock et al., 2007) e, de
acordo com Breitbart e Rohwer (2005) estima-se que haja 103! virus na Terra.

A transmissao de virus é bastante variavel e pode ocorrer de plantas para
plantas (através de insetos como afidios), de animais para animais (através de
mosquitos vetores), do contato direto entre pessoas contaminadas, como o influenza
(por tosse ou espirro), rota oral-fecal como norovirus e rotavirus que causam

gastrenterites ou pelo contato sexual como HIV e HPV.



Quanto a sua estrutura, os virus sao constituidos basicamente de um capsideo
e uma unidade reprodutora, o DNA ou RNA. Entram na célula por endocitose
mediada por receptores celulares formando uma invaginacao com formacao de
endossomas ou entram por fusao direta com a membrana do hospedeiro, sendo este
ultimo um mecanismo utilizado por alguns virus com envelope (Aroldo, 2000).

Atualmente a classificagdo de virus estd baseada no sistema de Baltimore
(Aroldo, 2000) agrupando os virus de acordo com a sintese de RNA mensageiro
e modo de replicagao (Flint et al., 2004). Sendo assim, ocorrem sete classes de
virus: dsDNA (virus DNA fita dupla), ssDNA (virus DNA fita simples), dsRNA
(virus RNA fita dupla), (4) ssRNA (virus RNA fita simples positivo), (-) ssRNA
(virus RNA fita simples negativo), ssRNA-RT (virus RNA fita simples com DNA
intermedidrio), dsDNA-RT (virus DNA fita simples com RNA intermediario).

De modo geral, as epidemias e doencas humanas estao mais relacionadas
a virus de RNA do que os virus de DNA (Holmes, 2004, 2008). Além disso,
foi observado que taxas substituicao de nucleotideos ocorrem, em média, seis
ordens de magnitude maiores que eucariotos e virus de DNA (Jenkins et al.,
2002). Erros provenientes da RNA polimerase (auséncia do mecanismo de
corre¢ao apds duplicagao génica, proofreading) (Steinhauer, 1992), curto tempo
de geragao, tamanho do genoma e imenso tamanho populacional constituem os
fatores responsaveis pelas altas taxas observadas.

Desta forma, estudos espaciais e temporais de epidemias humanas provocadas
por virus de RNA sao possiveis dentro de uma escala de tempo ecolégico nao

possivel para os demais organismos (Grenfell et al., 2004).

1.3 Flavivirus (Flaviviridae)

Dentre os virus de fita simples (ssRNA +), os flavivirus tém consideravel
importancia epidemioldgica pois contém cerca de 70 espécies onde mais de 50%
delas estao associadas com doengas humanas tais como o virus da dengue (Dengue

virus, DENV), febre amarela (Yellow Fever virus, YFV), West Nile viruses,



(WNV), Tick-Borne Encephalitis viruses, (TBEV) e o virus da encefalite japonesa
(Japanese Encephalitis virus, JEV) (Weaver e Vasilakis, 2009). O tamanho dos
flavivirus é relativamente pequeno variando de 40 a 60 nanometros de diametro,
com geometria esférica e envelopados (Gubler, 1998). Seu genoma caracteriza-se
pela polaridade positiva e tamanho aproximado de 11kb (Figura 1.1) codificando
proteinas estruturais e nao estruturais localizados entre as terminagoes 5’ (100
nucleotideos metilados) e terminacao 3’ (400-800 nucleotideos) que ndo apresenta
uma cauda poliA. Estas terminacoes incluem regioces de sequéncias nao traduzidas
que provavelmente interagem com fatores celulares envolvidos na replicagao viral

e tradugao (Weaver e Vasilakis, 2009).

+RNA % *» ~10.3Kb
Proteinas Estruturais Proteinas ndo Estruturais
A A

8 N —

Poliproteina
NS2A Ns3 \ \
Envelope NS4B Ns5
PrM Nsi
NS4A
NS2B

Capisideo

Figura 1.1: Esquema do genoma de Flavivirus mostrando proteinas estruturais e
nao estruturais.

Capsideo (C), Membrana (M) e Envelope lipidico (ENV) constituem as
proteinas estruturais, sendo esta ultima responsavel por atividades bioldgicas do
ciclo viral, incluindo montagem, interacao com receptores celulares e fusao de
membrana, além de ser o principal alvo de anticorpos neutralizantes e possuir
atividade hemaglutinante Lanciotti et al. (1999); Petersen e Roehrig (2001)
(Miagostovich, 1999). Dentre as proteinas nao estruturais, NS1, NS3 e NS5 sao de
maior peso molecular e mais conservadas entre os flavivirus. Ja as proteinas NS2A,
NS2B, NS4A e NS4B sao pouco conservadas, mas possuem dominios hidrofébicos

similares entre o género (Chambers et al., 1990).



1.4 Dengue

Incluido nos Flavivirus, o virus da dengue é considerada a arbovirose (viroses
transmitidas por um artrépode hematéfago a um vertebrado) mais difundida e de
maior relevancia médica (WHO, 2005; Weaver e Vasilakis, 2009). Estima-se que
anualmente ocorram de 50 a 100 milhoes de infeccoes em mais de 100 paises das
regioes tropicais e subtropicais (Figura 1.2) com aproximadamente 500.000 casos
hospitalizagao e cerca de 2,5% de ébitos (WHO, 2005).

De acordo com (fulano) a tendéncia crescente dos casos estd relacionada
em grande parte a falta de vacinas, o aumento da urbanizagao, condi¢oes sécio-

econonomicas e mobilidade da populacao.

[ Areas infested with Aedes aegypti
B Areas with Aedes aegypti and dengue epidemic activity

Figura 1.2: Distribui¢ao geografica mundial da Dengue em 2001. Fonte: Gubler
(1998)

1.4.1 Sintomas e Fatores de Risco DHF/DSS

Infecgoes humanas sintomaticas podem resultar em uma febre mediana
associada com dor de cabega e dor retro orbital, mialgia, erupg¢ao cutanea, sintomas
conhecidos como febre do dengue (Dengue Fever, DF) para uma forma mais

severa da doenga, associada com extravasamento do plasma, trombocitopenia



e manifestagdes hemorrdgicas conhecida como dengue hemorragica (Dengue
Hemorragic Fever, DHF) ou ainda a sindrome de choque por dengue (Dengue
Shock Syndrome, DSS) na qual ocorre extravasamento do fluido dentro do espago
intersticial resultando em choque hipovolémico na qual sem um tratamento
apropriado pode resultar em morte (Neto et al., 2005).

O mecanismo resultante de dengue hemorragica e choque por dengue ¢ ainda
pouco compreendido (Kyle e Harris, 2008), mas sabe-se que h& um conjunto de
fatores envolvidos com este quadro agravante relacionados principalmente com
fatores virais como sequéncias e existéncia de linhagens mais virulentas dentro
dos sorotipos (RicoHesse et al., 1997; Guzman et al., 2007), fatores ambientais
como densidade vetorial e populacional (Wilder-Smith e Gubler, 2008) e fatores
do hospedeiro como infecgoes secundarias (Guzman et al., 2007), tempo entre
infecgoes, sexo, idade, etnia e antecedentes genéticos do hospedeiro (Aroldo, 2000).

No aspecto dos fatores do hospedeiro, as infecgoes secundarias constituem
a teoria conhecida como facilitacdo de infec¢ao mediada por anticorpos (Antibody
Dependent Enhancement, ADE), ou seja, os anticorpos resultantes da primeira
infeccao em concentracoes subneutralizantes mediam a absor¢ao do virus da
segunda infecgao para o interior celular de mondcito/macréfago via receptores Fe
levando a um aumento da replicacao viral e ativagao imune acompanhado por uma
liberacao de citocina (Halstead et al., 2007). Em paises onde hé cocirculagao de
sorotipos (hiperendemicidade) a incidéncia de DHF/DSS é maior, corroborando

com a teoria ADE.

1.4.2 Transmissao & Replicagao

A passagem do virus para o hospedeiro humano ocorre através da picada
da femea do mosquito vetor que ao se alimentar de sangue infectado fornece
um mecanismo de transmissao salivar. O virus entra nas células hospedeiras
por endocitose, mediado pela proteina viral do ENV com os receptores da

membrana plasmatica de células fagocitarias como macréfagos e mondcitos que



sdo os principais sitios de replicacao viral (Miagostovich, 1999).

E no citoplasma da célula ocorre a replicacao viral. A cadeia complementar
negativa de RNA ¢ sintetizada por proteinas nao estruturais sendo depois usada
como molde para a sintese da progénie. A montagem ocorre durante o budding e
ocorre preferencialmente em vactolos citoplasmaticos e nao na superficie celular
como ocorre com outras arboviroses. O genoma viral é entao traduzido como
uma tnica poliproteina sendo depois clivada em proteinas maduras (C,M,ENV). A
liberacao dos virus ocorre com a lise celular proliferando para tecidos musculares
como as células musculares estriadas, lisas e fibroblastos, bem como linfonodos

locais (Figueiredo, 1999).

1.4.3 Ciclos

Sao conhecidos dois ciclos de transmissao distintos: o endémico/epidémico
e o enzodtico (Figura 1.3). O ciclo primeiro circula entre humanos servindo de
reservatorio e amplificagdo no hospedeiro. Neste ciclo, o Ae. aegypti é o principal
transmissor urbano e estd associado a epidemias explosivas que, em geral, tém
inicio durante as estagoes chuvosas, quando o mosquito vetor existe em abundancia
(Weaver e Vasilakis, 2009). J& a espécies Ae. albopictus e outras espécies de Aedes
veiculam principalmente a transmissao no meio rural.

O segundo ciclo de transmissao conhecido é denominado de florestal
enzo6tico ou ciclo silvestre, circulando entre primatas nao humanos (servindo
como reservatorios) e algumas espécies do género Aedes como subgéneros Finlaya,
Diceromyia e Stegomyia (Gubler, 1998). Este ciclo ocorre principalmente em
florestas na Africa Ocidental (Senegal, Nigéria, Burquina Faso e Guinea) com
prevaléncia de DENV-II e espécies de Ae. aegypti formosus, Ae. luteocephalus,
furcifer, taylori e wvittalus. J& nas florestas da regidao da Malasia (Wang
et al., 2000) ocorre prevaléncia de Denv-I e Denv-IV. Embora o ciclo silvestre
seja filogeneticamente distinto do ciclo endémico/epidémico, alguns registros

evidenciam infec¢oes humanas podem ocasionalmente ser provocadas por ciclos



silvestres (Kyle e Harris, 2008; Rudnick, 1966).
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Figura 1.3: Ciclos de transmissao do virus da dengue em insetos do género Aedes.
Fonte: Gubler (2002)

1.4.4 Prevengao, Controle e Vacinas

Atualmente nenhuma droga antiviral estd disponivel para o tratamento da
dengue. Algumas vacinas estao em desenvolvimento, mas nada disponivel para uso
geral e um desafio particular com a vacinacao DEN ¢ evitar aumento da imunidade,
o que poderia ocorrer se a vacina nao protege contra todos os quatro sorotipos (Guy
e Almond, 2008).

Desta forma, medidas de controle e prevencao da dengue sao conduzidas, em
grande parte, na limitacao da distribuicao do agente vetor (Kyle e Harris, 2008)
com por exemplo, a aplicagao de pesticidas em alguns focos de incidéncia epidémica
e campanhas de conscientizagao da populagao para eliminar fontes de dgua parada.
Uma medida de controle recentemente apresentada por Bian et al. (2010) envolve o
uso de bactérias Wolbachia que impedem o desenvolvimento do virus no principal

mosquito vetor, o Aedes aegypti.



1.5 Histdrico da Virose

Os primeiros relatos de sintomas semelhantes ao do virus da dengue aparecem
na China durante as dinastias de Chin (265-420 DC), Tang (610 DC) e Sung do
Norte (992 DC) (Gubler, 1998). Tais relatos estavam associados com a posi¢ao da
agua, insetos voadores e ao quadro clinico de febre e mialgia (Figura 1.4).

Durante os séculos XVII-XVIII foram registrados casos nas Ilhas francesas
(1635), Panama (1699), Jacarta (1799-1788), Cadiz e Sevilha na Espanha (1779),
Cairo e Indonésia (1780). Até por volta de 1940 a epidemia foi marcada por baixa
frequéncia e alta intensidade, e nenhuma comprovacao evidenciara a enfermidade
como sendo provocadas pelo virus da dengue (Gubler, 1998).

A II Guerra Mundial trouxe devastacao de enormes areas florestais
principalmente na Asia e isto pode ter acarretado o aumento de surtos epidémicos
e hiperendemicidade nesta regiao Gubler (1998); Weaver e Vasilakis (2009). Neste
mesmo periodo foram identificados e estabelecidos os sorotipos I e II provenientes
da Tailandia e Filipinas (Kyle e Harris, 2008). Em 1953 durante epidemia ocorrida
em Manila (Filipinas) aparece o primeiro registro de DHF (Hammon et al., 1960;
Kyle e Harris, 2008) e identificagdo dos sorotipos III e IV. Depois de um periodo
de 20 anos, a DHF se espalhou por todo sudeste asiatico (Gubler, 1998).

Durante a década de 70 o virus da dengue foi reintroduzido em vérios paises
da Oceania (como ilhas Cook, Tahiti, Vanuatu, Palau e Nova Caledonia) apés 25
de auséncia. Em 1994 o virus da dengue foi considerado a principal arbovirose
sendo comparével a malaria (Aroldo, 2000).

Devido a fiscalizagao limitada ou inexistente no continente africano, pouco se
sabe sobre a histéria epidemiolégica do Denv na regiao (Aroldo, 2000). O primeiro
registro documentado ocorreu em 1927 na cidade de Durbam (Africa do Sul). Os
registros existentes estao concentrados principalmente da regiao oeste (Seicheles,
Nigéria) e poucos registros constam a década de 80. Na década de 90 as epidemias
so mais comuns no leste da Africa e meio leste com grande surto em Djibuti (1991)

e em Jeddah, Arébia Saudita (1994).
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Figura 1.4: Linha do tempo com os principais acontecimentos e registros
epidémicos relacionados a Dengue.
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1.5.1 Dengue nas Américas

Nas Américas os sintomas iniciais apareceram no século XVII em Martinica
(Martinique) e Guadalupe (América Central). Em 1699 casos no Panama e nos
séculos XVIII e XIV na Filadélfia, US (1779), epidemias no Peru (1818), pandemias
no golfo do Caribe, México, Colombia, Rio de Janeiro, BR (1845), Bahamas (1882)
e sul dos EUA (1850).

Durante as décadas de 50 e 60 a Organizacao Panamericana de Saide (Pan
American Health Organization, PAHO) promoveu uma campanha de erradicagao
de insetos transmissores de moléstias como febre amarela, malaria e dengue. O
exito da campanha durou até a sua descontinuidade na década de 70, ocasionando
a reinfestacao do vetor juntamente como o virus que ampliou sua distribuicao
geogréfica (Figura 1.5) (Gubler, 1998).

Assim, novas linhagens de Denv-I foram introduzidas nas Américas na regiao
do Caribe em 1977. Em 1981 ocorre reinfestagdo de Denv-II (Cuba) e Denv-IV
(Porto Rico). Neste mesmo periodo ocorreu uma grande epidemia, considerada
até entao a maior epidemia de dengue nas Américas, localizada em Cuba com
aparecimento da primeira DHF neste continente. Apds alguns anos esta linhagem
espalhou-se por vérios paises principalmente Venezuela, Colombia, Brasil, Guiana
Francesa, Suriname e Porto Rico. Em 1994 é reintroduzido o sorotipo Denv-III
nas Américas apds 16 anos de auséncia tendo como portas de entrada Nicaragua e
Panamé com cepas de origem do Sri Lanka e India (Aquino et al., 2009). Em 1998
e 1999 o Denv-III é introduzido nos paises caribenhos como Porto Rico, Barbados,
Jamaica e Martinique e em 2000 aparece na América do Sul.

Durante a década de 70 até os dias atuais muitos paises das Américas
passaram de um quadro nao endémico ou hipoendémico (baixa co-ocorréncia de
sorotipos) para hiperendémicos e com grandes epidemias de DHF, tanto quanto

havia no sudeste asiatico 25 anos antes (Gubler, 1998).
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Figura 1.5: Distribuicao de temporal e espacial Aedes aegypti durante as décadas
de 30, 70 e 2000 nas Américas. Fonte: Gubler (2002)

1.6 Diversidade Intrasorotipica e Taxas de Mutacao

Estudos prévios demonstram multiplas linhagens (genotipos) entre os
sorotipos de Dengue com algumas linhagens isoladas geograficamente e outras mais
cosmopolitas.

Goncalvez et al. (2002) e Rico-Hesse (1990) reconheceram a existéncia
cinco genotipos distintos em Denv-1 utilizando a regiao de jungdo E/NSI e
posteriormente confirmada com o gene ENV. O genétipo I correspondeu a amostras
do sudeste asiatico, China e oeste da Africa. O tipo IT agrupa amostras tailandesas
da década de 50 e 60. O tipo III abrange sequéncias da Malasia, o tipo IV ilhas
oeste do pacifico e Austrélia e o tipo V compreende as Américas, oeste da africa e
um nidmero limitado na Asia.

A-Nuegoonpipat et al. (2004) e Kukreti et al. (2009) utilizando a mesma
regiao geénica estabeleceram trés genotipos distintos para Denv-I. O tipo I
correspondente a linhagens de Mianmar, Tailandia, China, Malasia, Cingapura,
Vietname Cambodja e algumas Africanas como Djibuti. O tipo II é classificado
com sequéncias do pacifico: Austrédlia, Nova Caledonia, Salomao, Taiti, Timor

Leste, Samoa ocidental e uma minoria na Asia como Malasia, Indonésia, Filipinas
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e Cingapura. O genotipo III é considerado o mais cosmopolita com amostras
Americanas, partes da Africa e algumas de Mianmar. Amostras nao compativel
foram provenientes do Havai 1944, Japao 1943 e Tailandia 1963.

Vérios trabalhos em Denv-IT (Vasilakis et al., 2007; Twiddy et al., 2003a;
Wang et al., 2000; RicoHesse et al., 1997; Ronquist e Huelsenbeck, 2003; Lewis
et al., 1993; Twiddy et al., 2002) (Shurtleff 2001) estabeleceram cinco linhagens
distintas. O tipo I foi representado por amostras provenientes da Guinea e Sri
Lanka. O tipo IT amostras das Filipinas e Taiwan. Tipo III compreendeu Tailandia,
Malésia, Jamaica e Brasil. Tipo IV amostras asidticas como Indonésia, Sri Lanka,
e africanas como Somalia, Seicheles, Burquina Faso. O tipo V teve sequéncias
americanas de Trindade, Porto Rico, Tonga e asiaticas da Indonésia.

A filogenia de Denv-III foi apresentada nos trabalhos de Wittke et al. (2002);
Lanciotti et al. (1994); Araujo et al. (2009) classificando o sorotipo III em cinco
genotipos. O tipo I circula no sudeste asiatico como Filipinas e em ilhas do sul do
Pacifico. O tipo Il amostras sao provenientes do sudeste asiatico. O tipo III foi
cosmopolita com representantes asiaticos, africanos e americanos. O gendtipo 11
circulante nas Américas teve origem provavel do Sri Lanka de acordo com (Messer
et al., 2003). O tipo IV constou América central como Porto Rico e Taiti.

O sorotipo de Denv-IV é considerado o mais conservado entre os demais.
Estudos prévios separaram o Denv-IV em dois genotipos: o tipo I das Filipinas,
Tailandia e Sri Lanka e o tipo II: Indonésia, Taiti, Caribe central e América do
Sul (Lanciotti et al., 1994). Atualmente a filogenia de Denv-IV esta separada em
quatro sorotipos. O tipo I foi representado linhagens da Tailandia, Filipinas, Sri
Lanka e Japao. O tipo II linhagens da Indonésia, Malésia, Taiti, caribe e Américas,
o tipo III recentes linhagens da Tailandia e o tipo IV linhagens silvestres da Malasia
(Klungthong et al., 2008).

Com relacao as taxas de evolutivas estimadas para o virus da dengue,
alguns estudos foram conduzidos por diferentes autores, empregados métodos

diferentes que variam desde medidas simples de regressao logistica como propostas
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por Lanciotti et al. (1997) e Zanotto et al. (1996) a métodos mais sofisticados
empregando méxima verossimilhanga ou métodos bayesianos (Tabela 1.1). O
nimero amostral é varidvel devido ao tempo do estudo e/ou a regides geogréficas
especificas. Os valores mais baixos encontrados de substituigoes de nucleotideos
foram para Denv-I (4.55 * 10~* substitui¢oes/sitio/ano) mostrado nos trabalhos
de Twiddy et al. (2003a) que também apresentou maiores valores para Denv-III
(9.01 % 10~ subst. /sitio/ano).

Embora o virus da dengue seja estudado sob o enfoque evolutivo, ainda nao
foi realizada nenhuma analise comparativa utilizando técnicas de inferéncia para
parametros evolutivos, dinamicas epidemioldgicas e avaliagao de dinamicas espago-

temporais.
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Capitulo 2
Objetivos

2.1 Objetivos Gerais

Sob o enfoque da evolucao molecular e filodinamica este estudo teve como

objetivo geral analisar comparativamente os quatro sorotipos de virus da dengue.

2.2 Objetivos Especificos

Estimar as taxas de substituicoes de nucleotideos e tempo de coalescéncia dos

sorotipos isolados e em conjunto;

Caracterizar a diversidade intrasorotipica atual verificando linhagens emergentes

bem como linhagens extintas;

Observar dinamicas populacionais e relacionar com principais surtos epidemicos

da virose;
Verificar a heterogeneidade de agao da selecao ao longo dos cédons do gene;

Reconstruir genealogias e associar estruturas espago-temporais através de

filodinamica;
Construir uma base de dados para selecao de sequéncias virais de DENV;

Observar a relacao existente entre linhagens e potenciais emergentes de

DHF/DSS;
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Capitulo 3

Materiais & Métodos

3.1 Conjunto de Dados

Em todas as andlises foi utilizado a regiao completa do envelope lipidico
que contém cerca de 1485 pares de bases (pb). As sequéncias foram extraidas
do banco de dados relacional Denv-Database construido a partir de sequéncias
disponibilizadas no GenBank até junho de 2009.

As principais informagoes utilizadas em estudos de evolugao molecular viral
sao, além do gene especifico, o ano de coleta, localidade de origem e, em alguns
casos, sorotipo determinado. No estudo de evolugao molecular do virus da
dengue, todos estes aspectos sao relevantes e infelizmente, muitos dados contendo
estas informagoes encotravam-se em campos incorretos ou eram redundantes no
GenBank justificando a montagem de uma base de dados para este estudo. Antes
de utilizar o GenBank foi buscado bases de dados especializadas para o virus da
dengue disponiveis na web (Apéndice D) porém as informagoes contidas nestas
bases estavam ou desatualizadas ou com distribuicao geografica restrita.

Foi escolhido o modelo de dados relacional na modelagem do Denv-Database
devido as vantagens de simplificacao da tarefa de programagao, seguranca e
consisténcia dos dados (Aroldo, 1990). O banco Denv-Database resultou em 4
tabelas relacionais principais (sequéncias, genes, pais, referéncia) com informagoes
do nimero de acesso no Genbank, tamanho da sequéncia, ano de isolamento, pafs,

gene, dados bibliograficos. Os detalhes da modelagem do banco podem ser visto
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no apeéndice A.

Apo6s populado o banco de dados, o conjunto de dados escolhido Neste estudo
a extragao das sequéncias da base de dados obedeceu aos seguintes critérios:

(a)Sequéncias com dados de ano, pais e sorotipo definidos;

(b)Sequéncias completas do envelope lipidico, ENV;

(¢)Sequéncias conhecidas como recombinantes foram excluidas das analises;

(d)Com excecao das amostras consideradas mais antigas (antes de 1980), ndo
foram repetidos o pais e o ano da sequéncia;

Deste modo obteve-se um total de 603 sequéncias referente a 71 paises e
isoladas por um periodo de 64 anos (Tabela 3.1). As sequéncias foram codificadas
respectivamente, com sorotipo, ano de extracao da amostra, pais de origem
(representado pelo cédigo de duas letras estabelecido pela ISO 3166-1, Anexo B)
e numero de acesso no Genbank (Anexo C). Apds esta etapa, os quatro sorotipos
foram alinhados com uso do algoritmo ClustalW (Thompson et al., 1994) e feitas

corregoes posteriores no programa MEGA v.4.1 (Kumar et al., 2008).

Tabela 3.1: Conjunto de Dados utilizado nas anélises.

Sorotipo | num. sequéncias | num. paises | Intervalo (anos) | Tm (pb)
Denv-I 143 39 1944 a 2008 1485
Denv-I1 207 47 1944 a 2008 1485
Denv-I1II 163 37 1956 a 2008 1485
Denv-VI 90 28 1956 a 2008 1480

Para facilitar as andlises dos padroes geogréficos, os paises do conjunto de
dados foram organizados por continente estabelecendo quatro grandes grupos:
Américas (Central, Sul e do Norte), Africa (incluindo Ardbia Saudita), Asia
(Sudeste Asidtico, Extremo Oeste e Meridional) e Oceania.

Os sorotipos foram analisados separadamente na maioria das estimativas.
Entretanto para tempo de coalescéncia (TMRCA) e taxa substituigdo também foi

realizada uma analise conjunta dos sorotipos.
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3.2 Evolugao Molecular

A evolugao molecular estd moldada por forcas de selecao, deriva e mutagoes
observadas através de moléculas como os nucleotideos compostos por Adenina,
Guanina, Citosina, Timina. Combinagoes formadas pela sequéncia de trés
nucleotideos (c6don) resultam em um aminoacido.

Se analisarmos as possibilidades de combinacoes de cdédons vemos que é
possivel a formacao de 64 combinagoes distintas, mas na natureza sao formados
apenas 20 aminodacidos através destas combinagoes. Tal fenomeno acontece porque
ocorre redundancia do codigo genético, ou seja, algumas combinag¢oes geram um
mesmo aminodacido.

As mudangas de uma purina (adenina ou guanina) para outra purina ou de
uma pirimidina (citosina ou timina) para outra pirimidina sdo as transiges e as
mudangas de uma purina para uma pirimidina e vice-versa se referem a transversoes
Figura 3.1.

Quando as alteragoes em regioes codificantes do genoma alteram o
aminoacido formado sao denominadas de sindnimas e substitui¢oes que nao alteram
o aminoacido codificado sao nao-sinonimas. Ha ainda alteracoes que podem
resultam na produgdo de um cdédon de parada (stop codon) conhecidas como
mutagoes sem sentido (no sense) e na maioria das vezes, geram produtos nao

funcionais.

3.2.1 Modelos Substituicao de Nucleotideos

Quando se compara duas sequeéncias homologas, ou seja, mesma origem
evolutiva, o numero de diferencas observadas entre elas cresce a medida que
aumenta o tempo de separacao das mesmas. Em teoria, a taxa de substituicoes
entre os sitios acumula-se linearmente com tempo na distancia genética. Entretanto
substituicoes multiplas e paralelismo sao frequentes o que torna necessario o uso
de modelos de substitui¢ao especificos. Figura /refsubstMultiplas

O primeiro e mais simples modelo de substitui¢cao de nucleotideos foi proposto
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Figura 3.1: Transigoes e Transversoes ocorridas nos nucleotideos (A,T,C,G

). Fonte: http://www.mun.ca/biology/scarr/Transitions_vs_Transversions.html.
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Figura 3.2: Tlustracao de substitui¢oes multiplas ocorrendo em um mesmo sitio ou
em multiplos sitios. Fonte: (Yang, 2006)

por Jukes e Cantor (1969) conhecido como JC69. Este modelo assume frequéncias

iguais para as quatro bases (A = C' = G = T) e igual probabilidade de substituigao
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para elas. A partir deste modelo, outros mais complexos incluiram a estimativa
de um maior numero de parametros como, por exemplo, o modelo GTR (Yang
et al., 1994) na qual considera diferencas nas frequéncias das bases observadas
(A # T # C # G). Maiores detalhes des outros modelos de substituicao de

nucleotideos encontram-se no Anexo F.

Toca web wrc

maa . Ted Tre
P = f = [ramemanr (3.1)
wab wed . wpf

| mac mee mp f |

Geralmente os modelos propostos consideram a mesma taxa de substituicao
para os sitios. Entretanto, a primeira, segunda e terceira posi¢ao do cédon variam
e as andlises estatisticas devem levar em consideragao esta diferenca (fulano). Por
esta razao ¢é incorporada neste modelo a distribuicao gama derivada pelo mesmo

método matematico que é usado na derivacao das distancias em sequéncias de

aminoacidos de organismos distintos.

3.2.2 A Inferéncia Bayesiana via MCMC

A biologia molecular é influenciada por dados complexos. A maioria das
propriedades genéticas dos individuos, populacoes e espécies sao um produto de
forcas estocésticas e estudadas através do auxilio dos modelos probabilisticos
Beaumont e Rannala (2004). Abordagens que consideram o uso de métodos
bayesianos sao recentemente utilizadas e diferem das abordagens -cléssicas
chamadas de frequentistas. O atrativo da técnica bayesiana consiste em incorporar
o conhecimento prévio de informacoes dentro de um modelo especifico.

Assim, as técnicas computacionais MCMC de inferencia bayesiana combinam
informagoes dos parametros do modelo com informagoes dos dados (sintetizados
pela funcdo de verossimilhanga) para formar a probabilidade posterior.

falta: importancia da simulacao estocastica via mcmec. Verossimilhanca e
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prior

3.3 Padroes Filodinamicos de Viroses Humanas de RNA

Até pouco tempo atras, a filogenia era usada na compreensao de padroes
e processos que moldaram as populacoes ou diversificam espécies. Devido a
quantidade de dados geneticos virais acumulados em grandes bases de dados
biologicas de diversos paises e em épocas diferentes, a filogenia passou a nao olhar
somente o passado, mas ser capaz de auxiliar controles epidemiologicos pois.....Este
estudo dinamico com dados do passado que auxiliam medidas de controle futuro
¢ usado como filodinamica. A filodinamica envolve anélise da genealogia do gene
no contexto espacial e infere processos histéricos que formam a atual estrutura
populacional e distribuicao observada. Além da importancia histérica destes
estudos, eles ser usados como auxilio nas medidas de controle epidemiologico pois
sao capazes de fornecer informacoes de ocorrencia de reservatorios, localidades
emergentes e de difusoes futuras para populagdes de hospedeiros (Holmes, 2008).

Algumas viroses de RNA em humanos ja estudadas forneceram bases para
estabelecer padroes gerais observados e indicados no trabalho de Holmes (2008).
Além disto, estas viroses sdo altamente interconectaveis. Dentre elas: sem
estrutura espacial, transmissao como onda, satélite central, dinamica gravitacional
e subdivisao populacional (Figura 3.3).

a)Nenhuma estrutura espacial clara: Ocorre um padrao complexo e
difuso das amostras em diferentes regides geograficas. Indicativo de fluxo viral
frequente entre as localidades.

b)Transmissao de onda: O virus move-se para fora de um ponto central
de partida, produzindo, assim, uma relacao relativamente simples entre a distancia
geografica e genética. Isso é elegante exemplificado pelo virus do sarampo (Grenfell
et al., 2001).

c)Fonte-dreno (ou satélite-centro). Um ndmero limitado de zonas

geograficas exportam linhagens virais para outras regioes onde os virus s6 podem
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sobreviver no curto periodo (talvez por fatores sazonais).

d)Dinamica gravitacional. Padroes de transmissao viral sao
impulsionados pelos centros de maior populagao, que atuam como atratores, talvez
seguindo um padrao de fluxo de trabalho humano.

e)Subdivisao espacial forte. Diferentes localidades geograficas sao
caracterizadas pela presenca de linhagens distintas filogeneticamente com pouca
evidéncia de circulagao viral entre eles. Apesar de subdivisao espacial forte ser
esperada em virus associados com infecgoes humanas de longos periodos, ela
também pode ser estabelecida somente por um passado recente, dada a combinacao
de rapida evolugao e os efeitos fundadores fortes, como visto em HIV.

Os padroes espaciais descritos sao dependentes da escala espacial
considerada, sendo possivel que uma tnica virose passe por dois ou mais padroes
filogeograficos. Além disso, novas linhagens sao regularmente produzidas por
mutacao, mas a maioria é extinta de forma relativamente rdpida e sem progresso

para poucos periodos subsequentes de amostragem (Klungthong et al., 2008).

3.4 Analise da Historia Evolutiva

3.4.1 Genealogias

Na década de 80 estudos tedricos da variagao genética de sequeéncias
moleculares através de processos estocésticos Griffiths, ano) Kingman (1982);
Tavare (1984); Tajima (1983); Hudson (1983) conhecidos como coalescéncia que
resultaram em profundos avangos nos modelos classicos de genética de populagoes
(Rosenberg e Nordborg, 2002).

A teoria da coalescéncia descreve a distribuicao de probabilidade dos tempos
dos alelos encontram seu acestral comum, ou seja, coalescem. Geragao por geracao
a arvore genealdgica é entao construida até detectar coalescéncias de linhagens e
finalmente o ancestral comum mais recente (Time to the Most Recent Common
Ancestor, TMRCA) nas amostras. Neste processo, é possivel inserir diferentes

cenarios demograficos e inferir taxas de crescimento populacional.
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Figura 3.3: Padroes filogeograficos de viroses de RNA. Fonte: (Holmes, 2008)

ﬁ%

Neste estudo, a coalescencia das amostras virais foi realizada através de

métodos de recontrucao filogenética a partir do ano em que foram extraidas.

3.4.2 Diversidade Intrasorotipica

O termo genotipo usado em virologia e nesta dissertacao, refere-se a uma
classe similar, mas nao idéntica de virus isolados. O termo linhagem ou clado sao
usados como sinonimos dando o mesmo sentido descrito de individuos relacionados
que compartilham um ancestral comum exclusivo (grupo monofilético) (Aroldo,
1990).

A alta diversidade observada em virus de RNA permite agrupar as amostras

em genotipos distintos possibilitando a inferéncia de padroes geograficos e
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temporais. Ressalta-se que tal classificacao é susceptivel a mudanca devido ao

aumento da amostragem, localidades e revisoes com sequéncias mais recentes.
Através da recontrucao genealogica das amostras e com base nos estudos

de filodinamica foi estabelecido genotipos para cada sorotipo de dengue e inferido

padroes de distribuicao observados.

3.4.3 Taxas de Substituicao de Nucleotideos e TMRCA

Uma das medidas centrais em evolucao molecular é o estudo das taxas de
substituicdo de nucleotideos (Jenkins et al., 2002). Quando analisa uma arvore
filogenética com tamanhos de ramos diferenciados infere-se relagoes de distancias
entre linhagens nao sendo possivel separar as taxas moleculares do tempo de
divergéncia entre as amostras. O uso de técnicas como o relégio molecular relaxado
assume que cada ramo tem um taxa independente de evolugao e com base em dados
fornecidos como ano da amostra (utilizado para viroses) ou calibragoes do registro
fossil é possivel estimar taxas de evolugao moleculares.

As estimativas das taxas evolutivas do virus da dengue (substituigao de
nucleotideo/sitio/ano, tempo de ancestral comum TMRCA em anos) foram feitas
através de estimativas bayesianas com reconstrugao genealdgica. Foi utilizado o
método Cadeia de Markov Monte Carlo (Metropolis-Hasting Markov Chain Monte
Carlo, MCMC) disponivel no pacote BEAST versao 1.5.3 (Drummond e Rambaut,
2007). O método MCMC ¢ utilizado para construir a probabilidade posterior com
estacionalidade apés um periodo de burn-in. Em todos os parametros aplicou-
se o relégio molecular relaxado (uncorrelated lognormal) descrito por Drummond
et al. (2006) e o modelo de substituigdo de nucleotideos General Time Reversible,
GTR + Gama G que ¢ consistentemente melhor relatado para evolugao viral de
acordo com (Zhou e Holmes, 2007). O ntmero de geragoes empregados na cadeia
de Markov foi de 30.000.000 ciclos.

As estimativas de incertezas em torno dos parametros estimados ficaram

em torno do intervalo 95% de probabilidade posterior (Highest Posterior Density,
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HPD) visualizados no programa TRACER (v.1.5). Os softwares TreeAnotator
e FigTree permitiram a reconstrugdo da genealogia (com burn-in de 10%) e a

visualizacao dos dados, respectivamente.

3.4.4 Analise Populacional baseada em Variacao de Sequéncia

Os modelos demograficos tradicionais utilizam func¢oes matemadticas para
descrever mudangas no tamanho efetivo populacional ao longo do tempo. Dentre os
mais simples e comuns estao o modelo de crescimento constante (um parametro),
exponencial (dois parametros) e o logistico (populagdo decresce depois de um
tempo devido a sua capacidade de suporte, trés parametros) (Drummond 2005).
Modelos mais complexos utilizam os modelos mais simples incluindo outras
variaveis a serem estimadas. O uso de um modelo demografico incorreto influéncia
estimativas invalidas da historia demografica. Atualmente é possivel tracar a
dinamica populacional no tempo utilizando amostras de sequéncias moleculares
sem a dependéncia de um modelo paramétrico especifico (Strimmer 2001).

Neste estudo utilizou-se o modelo Bayesian Skyline Plot (BSP) disponivel
no software TRACER. O BSP é um método que estima a dinamica da populacao
ancestral de uma amostra de sequéncias moleculares. O modelo BSP nao requer
parametro demogréfico prévio Drummond et al. (2003, 2005) e permite encontrar
novas assinaturas demograficas que nao sao facilmente descritas por modelos mais
simples. O método leva em consideragao tanto o erro inerente na reconstrucao
filogenética quanto o erro estocéstico intrinseco do processo de coalescéncia

produzindo estimativas mais corretas de incerteza estatistica. Figura 3.4

3.4.5 Analise da Acao Diferencial de Selecao nos Cédons do Gene

Ao observar a frequéncia de um alelo ao longo do tempo pode-se inferir a
acao e tipo de selecao que atua sobre ele. Em geral, substitui¢oes nao sinonimas sao
deletérias e alteram o funcionamento da proteina gerada. Quando substitui¢oes nao

sinonimas nao alteram a forma e funcao de uma proteina a forca mais expressiva
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¢ de mutacgoes neutras. Alteracoes que provocam uma maior frequéncia da
proteina nova do que o esperado ao acaso confere o aparecimento de caracteristicas
adaptativas, um padrao conhecido como selecao positiva.

Em populagoes, a variacao encontrada é maior do que a esperada caso fosse
influenciada pela selecao natural e sao fixadas por variacoes genéticas aleatorias
(deriva génica). Esta observacao levou a proposigao de teoria neutra proposta por
Kimura (1968) na qual sugere que as chamadas mutagoes vantajosas possuem pouca
contribuigao para a variabilidade genética das populagoes por serem extremamente
raras e se fixarem muito rapidamente pela selecao natural. Segundo Kimura, a
variabilidade genética é uma fase transitéria até a fixacao do alelo por deriva génica,
ou seja, a maioria dos novos alelos inseridos na populagao sao neutros.

Para determinar a natureza de pressoes seletivas atuando no gene
ENV, particularmente a presenca de selecao positiva, foram realizadas andlises

comparativas de substitui¢oes sinonimas (dS) e nao sindnimas (dN) através da
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taxa w = dN/dS na qual indica ocorréncia de evolu¢ao neutra neutra (w = 1),
purificadora (w < 1) ou positiva (w > 1).

Entretanto a taxa média sobre todos os sitios e em todas as linhagens quase
nunca ¢ maior que 1 uma vez que é improvavel que a selecao positiva afete todos
os sitios sob um tempo prolongado. Assim, para detectar selecao positiva a taxa w,
pode ser estimada por sitio ou através de linhagens utilizando modelos especificos
como M0, M1 e M2 (Yang et al., 2000).

O modelo M0 (uma taxa) assume que a taxa w é igual em todas as sequéncias
de cédons. E o modelo mais simples e pode ser usado para checar se parametros
estimados nos modelos mais complexos sao consistentes. O modelo M1 (neutro)
assume duas classes de sitios com w0 < 1 estimado dos dados e wl = 1. O modelo
M2 (seletivo) adiciona uma terceira classe de sitios a M1 com w > 1 estimado dos
dados.

Todos os modelos de selecao envolvem os seguintes parametros: tamanho
dos ramos na filogenia, taxa de transi¢ao/transversao (k) e frequéncia de bases na
terceira posicao do cédon. Maxima verossimilhanga foi utilizado para estimar os
parametros dos modelos de substituicao de codons e na comparacao dos modelos.
Sitios sob selecao positiva foram identificados utilizando a abordagem Bayes
Empirical Bayes (BEB) que calcula a probabilidade posterior das classes dos sitios
(Yang et al., 2005). Os modelos descritos acima foram implementados por Nielsen e
Yang (1998) e disponiveis através do programa CODEML do pacote PAML (Yang
et al., 2000).

Todas as simulagoes foram no rodas Simulacoes foram rodadas no servidor
altix detalhes do processador do laboratério de Biologia e Diversidade Molecular
da Universidade Federal do Rio de Janeiro. Detalhes sobre todos os programas

utilizados no estudo encontram-se no anexo F.
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Capitulo 4

Resultados

4.1 Estimativas de Taxa Substituicao e TMRCA

Os resultados das taxas encontradas para substituicao de nucleotideos e
TMRCA para os sorotipos analisados em conjunto e separadamente incluindo
linhagens silvestres e endémico/epidémicas sdao apresentados na Tabela 4.1. A
convergéncia do tamanho efetivo minimo Effective Sample Sizes (ESSs) foram
maiores que 250 em todas as andlises e os valores de 95% de HDP correspondem a

probabilidade posterior.

Tabela 4.1: Estimativas de substituicao de nucleotideos

Sorotipo | TMRCA em anos (95% HPD) | Tx subs./sitio/ano x 107" | ESS taxas
Denv-I 102.88 (88.58-119.17) 7.48 (6.61-8.43) 258.7
Denv-11 338.08 (227.11-462.97) 7.56 (6.05-8.60) 321
Denv-II1 108.93 (87.47-132.62) 8.17 (7.21-9.16) 531.7
Denv-VI 203.35 (116.37-295.74) 7.82 (6.32-9.47) 592
Todos 1672 (1158-2294) 7.64 (6.57-8.74)

Os resultados mostram que nao houve variacao significativa nas taxas
de substituicao de nucleotideos entre os sorotipos variando pouco entre eles
(Figura 4.1). Taxas semelhantes s@o encontradas na andlise conjunta das taxas
(7.64  10~* subs. /sftio/ano).

O tempo de ancestral comum das amostras foi consideravelmente diferente
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Figura 4.1: Taxas de substitituicao de nucleotideos para as amostras analisadas.

nos sorotipos. Denv-II apresentou um maior tempo de divergéncia das sequéncias
(338 anos) ou seja, divergem por volta de 1670. Os sorotipos Denv-I e
IIT apresentaram um tempo de coalescéncia mais recente entre 1906 e 1900
respectivamente. A analise conjunta mostrou que todos os sorotipos coalescem
aproximadamente desde 336 DC embora nao seja possivel estimar o intervalo de
confianca neste caso.

O coeficiente de variagao do relégio molecular teve uma media aproximada

de 0.35 para Denv-I e Denv-III e 0.43 para Denv-II e IV (Figura 4.2).

W D1Iog xt - coefficientOfVariation
™ D2Jog ¢ - coeff

9| m D3log ot c

Dalogxt

Figura 4.2: Coeficiente de variagao do relégio molecular relaxado.
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4.2 Genalogia, Padroes de distrigoes, Diversidade intrasorotipica e

Dinamicas populacionais

Para facilitar o estudo dos padroes geograficos observados, as &arvores
genealogicas mostradas a seguir tiveram os paises coloridos de acordo com a regiao
geografica. Assim, amostras americanas ficaram em azul, asiaticas em vermelho,
africanas de verde e proveniente da Oceania em amarelo.

Desta forma, foram encontrados padroes geograficos em todos os sorotipos
analisados. A estrutura intrasorotipica mostrou estrutura geografica mais restrita
em algumas linhagens e estruturas mais cosmopolita em outras. A genealogia
sugere que as linhagens silvestres encontradas em Denv-I, II e IV emergiram
separadamente das linhagens endémico/epidémicas.

A anélise conjunta dos sorotipos mostrou Denv-IV como o sorotipo mais
divergente seguido de Denv-II. Denv-I e Denv-III foram os sorotipos mais
relacionados geneticamente.

A dinadmica populacional do BSP apresentou padroes distintos nos quatro
sorotipos analisados. O tempo foi medido em unidades de mutagoes por sitio e as
estimativas medianas sao mostradas com linhas sélidas grossas e os limites HPD

95% estao mostrados pelas dreas sombreadas de cinza.

4.2.1 Dengue 1

Das 143 sequéncias de Denv-I foram estabelecidos 5 gendtipos distintos
(Figura 4.7).

O gendtipo I corresponde amostras principalmente sudeste asidtico
(Tailandia, Mianmar, Vietname, Cambodja, Cingapura), africanas recentes
(Arabia Saudita 2004, nimero de acesso: AM746216; 2005, acesso: AMT746214;
2006, acesso: AM746213) e linhagens aparentemente extintas do subgrupo das
Américas (Havai de 1945, acessos: EU848545, AF425619, X76219).

O genodtipo II foi caracterizado como cosmopolita e apresentou linhagens

asiaticas do sudeste e extremo oriente como Japao, Indonésia, Filipinas, China
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Figura 4.3: Dinamica populacional em Denv-1. A regiao sombreada representa 95%
HDP e a linha sélida a estimativa média.

e Maldsia, africanas com introducao recente (Seicheles 2004 acesso: DQ285561;
Madagascar 2006, acesso: EU448412; Reuniao 2004, acesso: EU 282328), Oceania
(Australia e Polinésia Francesa) e subgrupo americano aparentemente extinto
(Jamaica 1977, acesso: D00501 e Aruba 1985, acesso: D00505).

O gendtipo determinado como III é composto principalmente de amostras
americanas como Brasil, Venezuela, México, Colombia, Porto Rico e Nicaragua,
recente introducao na [ndia 2006, acesso: EU448413, africanas como Costa do
Marfim, Comodoros, Angola, Nigéria e Arabia Saudita e amostras asiaticas como
Tailandia, India e Mianmar, e Coréia do Sul.

O genotipo IV apresenta apenas uma sequéncia da Malasia 1972, acesso:

AF231721 de origem silvestre. O gendtipo V também estd pouco representativo
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contendo apenas duas linhagens da Tailandia sendo a primeira de 1958, acesso:
D10513 e a segunda de 1963, acesso: AF425629. Os dois tultimos genotipos
estabelecidos sao amostras antigas e podem estar extintas nao correspondendo
ao padrao observado atualmente.

O padrao filodinamico de Denv-I apresentou estrutura geografica porém
estrutura temporal fraca.

Em todos os genotipos foi observada a presenca de amostras asiaticas
principalmente da regiao do sudeste asiatico. As amostras da Oceania e americanas
(cosmopolitas) estao relacionadas a apenas um genotipo. Apesar do pequeno
nimero de amostras, o continente africano se relacionou com trés genotipos nas
quais dois sao introducoes aparentemente recentes de provavel origem asidtica.

Denv-I apresentou um padrao de crescimento de tendéncia crescente e
oscilante. O primeiro crescimento aparece a partir de 1973 seguido de uma
estabilizagao até 1985 com tendéncia a um padrao exponencial até 1988 com ligeiro

declinio até 2000 (Figura 4.3).

4.2.2 Dengue 11

Denv-II foi o sorotipo com um maior nimero de amostras (207 sequéncias).
Foram determinados 5 genotipos distintos com forte estrutura temporal e espacial
encontrada (Figura 4.8).

O genotipo denominado I contém linhagens americanas principalmente da
América do Sul (Brasil, Porto Rico, Colémbia, Venezuela) e Central (Nicaragua) e
um subgrupo com amostras do sudeste asiatico (Vietname, Cambodja, Tailandia,
Taiwan e Mianmar). O genotipo II é representado por amostras asidticas com
prevaléncia tailandesa mostrando uma forte estrutura temporal, um subgrupo
que contém linhagens colombianas (1944 acessos: FJ390389 e EU854293)
aparentemente extintas, linhagens provenientes da Oceania (Papua Nova Guiné
2008, acesso: FJ906959), Filipinas e Tailandia e uma tnica amostra americana El

Salvador de 2000, acesso: DQ364560.
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Figura 4.4: Dinamica populacional em Denv-II. A regidao sombreada representa
95% HDP e a linha sélida a estimativa média.

O gendtipo III foi classificado cosmopolita com linhagens do pacifico como
Australia e Ilhas Cook, africanas como Ardbia Saudita, Seicheles, Ghana, Somalia
e Uganda e duas sequéncias americanas do México (1988) e Suriname (1996). Este
genotipo nao apresentou amostras recentes com variacao temporal de 1953 a 1995.

O genotipo IV apresentou amostras americanas como Honduras, Peru, Porto
Rico, pacifico (Tonga, 1974) e asiético (fndia, 1957).

Por 1ltimo, o genotipo VII foi caracterizado por amostras silvestres asiaticas
(Maldsia 1970 e 2008, acessos: FJ467493, AF231717 respectivamente).

Foi observado presenca de amostras asiaticas em todos os genotipos e uma
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baixa prevaléncia de amostras de origem da Oceania. As amostras africanas ficaram
relacionadas a linhagens cosmopolitas e silvestres. Ja as americanas formaram um
grande grupo com amostras desde 1983 e outros mais dispersos com amostras
menos recentes.

O padrao observado para Denv-II parece indicar infeccoes de baixo nivel
endémico para um rapido crescimento exponencial apds 1980. O primeiro pico de
crescimento exponencial aparece por volta de 1988 e continuou até 1993 seguido
por um declinio durante cinco anos. O segundo pico surge por volta de 2000 com

estabilizagao até o presente (Figura 4.4).

4.2.3 Dengue 111

1E3

1E2
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Figura 4.5: Dinamica populacional em Denv-III. A regiao sombreada representa
95% HDP e a linha sélida a estimativa média.
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Das 163 amostras de Denv-III foram encontrados 4 genotipos distintos
(Figura 4.9) com estrutura espacial e temporal.

O genotipo I corresponde a amostras cosmopolita com predominancia da
América do Sul (Venezuela, Colombia, Brasil e Suriname) e Central (Porto Rico,
México). Também foram encontradas amostras da Asia meridional (Sri Lanka e
India), africanas (Ardbia Saudita, Mocambique) e apenas uma oceénica (Samoa).
O genotipo II é representado totalmente por amostras asiaticas provenientes da
Asia meridional e sudeste (Filipinas, Cambodja, Vietname, Mianmar, Bangladeche,
Tailandia, India e Maldsia).

O genotipo III representa linhagens da Asia meridional, sudeste e extremo
oeste (fndia, Filipinas, Maldsia, Taiwan e Japao) e subgrupo da Oceania (Polinésia
Francesa, Ilhas Cook, Samoa, Fiji e Nova Caledonia) com provavel introdugao neste
continente originado da Indonésia.

O genotipo IV apresenta amostras americanas (Porto Rico 1963, 1977 e
Venezuela 1963, 1977) e oceanicas (Polinésia Francesa, 1965, acesso: L11439)
aparentemente extintos.

Amostras asidticas apareceram em trés genotipos. Sequéncias da Oceania
datam de 1986 a 1996. Ja as amostras americanas corresponderam a dois
genotipos distinto sendo um grande com amostras circulantes desde 1985 e outro
aparentemente extinto. Para Africa h4 uma baixa prevaléncia de amostras contidas
dentro do genotipo I de provavel origem asiatica.

Denv-III indicou um crescimento constante até 2000 seguido de um acentuado
crescimento semelhante a um padrao exponencial durante dois anos. Logo apos

ocorreu estabilizacdo até o presente (Figura 4.5).

4.2.4 Dengue IV

Denv-IV foi o grupo com menor representatividade de amostras (90
sequéncias). Entretanto apresentou diversidade genotipica com quatro grupos

distintos (Figura 4.10).
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Figura 4.6: Dinamica populacional em Denv-IV. A regiao sombreada representa
95% HDP e a linha sélida a estimativa média.

O genotipo I corresponde amostras cosmopolitas provenientes das Américas
(Venezuela, Porto Rico, Barbados, México, El Salvador, Jamaica), amostras da
Oceania como Polinésia Francesa (1979 e 1985), Ilhas Salomao e Nova Caledénia
(1984) com origem americana, amostras asiaticas da India (1977), Malasia,
Indonésia, Malasia, Japao e Timor Leste.

O genotipo II foi representado por amostras asiaticas principalmente
tailandesas com estrutura espacial forte. Alem da Tailandia, também apresentou
amostras provindas do Vietname, Filipinas, Japao e Sri Lanka. O genotipo III é
representado por uma tnica amostra da Tailandia (1997, acesso: AY618979). O
genotipo V representa linhagem silvestre da Maldsia 1973, (acesso: AF231724) e
1975, (acessos: AF231723, AF231725).

O sorotipo Denv-IV nao apresentou nenhuma amostra de origem africana.

37



O continente asidtico apareceu em todos os genotipos. As poucas amostras da
Oceania constaram em dois sorotipos. Ja as americanas ficaram restritas e tém
uma provavel origem asiatica.

Em Denv-IV houve um padrao de crescimento constante até 1974 seguido
de um declinio acentuado ate 1986. Logo apds ocorre um crescimento também
acentuado seguido de declinio por volta de 1995 até o presente sugerindo um efeito
gargalo da populacao viral durante 10 anos. A recuperagao apos este efeito parece

ser rapida e exponencial até 1995 (Figura 4.6).

4.3 Indicios de Sitios sob Pressao Seletiva

Nao foram encontradas evidéncias fortes (IC > 0.98) de selegao positiva
atuando em aminoacidos do gene do ENV em nenhum modelo e sorotipo analisado
Tabelas 4.2, 4.3, 4.4.

Os valores da taxa de transi¢ao/transversao (k) apresentaram valores maiores
em Denv-1V (kM2 = 14.1027) e menores em Denv-II (kM2 = 9.1735).

No modelo M2, a andlise BEB sugeriu alguns sitios na qual w > 1 para os
sorotipos Denv-I, III. IV, indicando selegao positiva (Figura 4.3) entretanto com

IC baixo (tabela).

Tabela 4.2: Residuos sob pressao seletiva no modelo M0

sorotipo [ K w

Denv-I -11888.9486 | 9.70633 | 0.06753
Denv-II -15104.470 | 5.39708 | 0.03487
Denv-IIT | -10588.5747 | 11.7601 | 0.07183
Denv-1V | -8439.3015 | 13.41567 | 0.05449
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Tabela 4.3: Residuos sob pressao seletiva no modelo M1

sorotipo ) K Do D1 wWo w1

Denv-1 -11831.140 | 10.08117 | 0.94275 | 0.05725 | 0.04225 | 1.00000

Denv-II | -14997.5132 | 9.12979 | 0.97409 | 0.02591 | 0.03359 | 1.00000

Denv-IIT | -10483.4030 | 11.96147 | 0.94908 | 0.05092 | 0.03831 | 1.00000

Denv-1V | -8333.7612 | 14.10257 | 0.93908 | 0.06092 | 0.02080 | 1.00000

Tabela 4.4: Residuos sob pressao seletiva no modelo M2

SOI"OtipO l K Do D1 D2 Wo w1 w9
Denv-1 -11831.141 | 10.0701 | 0.94275 | 0.05725 | 0.00000 | 0.04226 | 1.000 | 24.144
Denv-II | -14997.787 | 9.173 | 0.97392 | 0.02552 | 0.00055 | 0.03360 | 1.000 | 10.634
Denv-III | -10483.607 | 11.965 | 0.94907 | 0.05093 | 0.00000 | 0.03831 | 1.000 | 44.309
Denv-1V | -8333.761 | 14.103 | 0.93908 | 0.06092 | 0.00000 | 0.02080 | 1.000 | 30.016
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Figura 4.10: Arvore Filogenética para Denv-
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Capitulo 5

Discussao

Taxas evolutivas

As taxas de substituicao de nucleotideos observadas neste estudo ficaram
dentro das taxas medias estimada para virus de RNA (Twiddy et al., 2003a).

Neste estudo, nao houve variacao significativa entre os sorotipos e foram
similares aos trabalhos de Jenkins et al. (2002); Zanotto et al. (1996); Carrington
et al. (2005).

Os estudos conduzidos por Twiddy et al. (2003a) e (Klungthong 2001)
mostraram diferencas nas taxas de substituicao de nucleotideos entre os sorotipos
variando entre 4.55%10~% subst. /sitio/ano em Denv-I a 10.72x10~* subst. /sitio/ano
para Denv-IV. Novamente as diferencas podem estar ligadas ao tamanho da
amostra considerada e a retirada de sequéncias silvestres.

Taxas de substituicao de nucleotideos sao cruciais para aumentar a
informacao sobre a historia epidemiologica e compreensao dos processos
que controlam a evolucao viral e consequentemente predizerem respostas de
tratamentos com drogas ou programas de vacinagao (Holmes e Burch, 2000).
Variagoes em taxas virais observadas devem-se a erros provenientes da RNA
polimerase, tamanho do genoma considerado e velocidade de replicagao. No
geral, viroses que sao transmitidas por mosquitos vetores apresentam uma taxa
ligeiramente mais lenta que viroses sem a presenca de vetores como influenza e

HIV como demostrado por Zanotto et al. (1996) e (Jenkins et al., 2002). De acordo
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com os resultados obtidos as taxas estimadas nao seguiram o relégio molecular em

nenhum sorotipo condizente com Twiddy et al. (2003a).
Selecao

E de se esperar que taxas de substituicao nao sinénimas variem amplamente
entre os virus de RNA (e entre os genes virais) e essas diferengas tém apenas
um pequeno impacto sobre as taxas de substituicao total, embora resultem em
mudancas nas sequéncia de aminoacidos da proteina. Em arboviroses, a pressao de
selecao purificadora observada é maior que viroses com apenas um hospedeiro. Tal
fato observado esta associado com a replicagao em diferentes espécies hospedeiras
Weaver e Barrett (2004); Jenkins et al. (2002) como observado em flavivirus
(Holmes, 2003; Klungthong et al., 2004).

Confirmando a hipotese anterior quando nao houve evidencias de pressao
seletiva atuando no gene ENV pelos métodos de andlise de selecao. Os sorotipos
Denv-I, III e IV indicaram sitios com w maior que 1, ou seja, indicativo de selecao
positiva, mas com intervalo de confianga abaixo de 95. Klungthong et al. (2004)
nao encontrou indicios de evolucao adaptativa em nenhum cédon ou linhagem de
Denv-1V.

A falta de evideéncia de selecao positiva ocorrendo no envelope viral, regiao
importante no reconhecimento da célula hospedeira pode estar relacionada a
analises de padroes gerais. FEstudos de gendtipos especificos relacionados com
dengue hemorragica apresentaram regioes do ENV sob selecao positiva no sorotipo
Denv-11, conforme os demostrado por (Bennett et al., 2006) e (Twiddy et al., 2002)

avaliando pressoes seletivas em genotipos de Denv-II.

Filodinamicas, Diversidade e Linhagens extintas e emergentes

As 603 sequéncias da regiao do ENV em Denv-I a IV revelaram uma forte
estrutura espacial com subdivisao das linhagens virais. Os grandes agrupamentos

geograficos compreenderam as Américas (Central e Sul) e principalmente a Asia
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(Sudeste Asiatico e Meridional) coerentes com trabalhos apresentados por (Araujo
et al., 2009; Holmes, 2004).

Outros padroes de distribuicao geografica observados parecem revelados em
uma escala mais fina. Por exemplo, o padrao satélite central e onda foram
observados no sudeste asiatico especificamente na Tailandia regiao que parece
sustentar epidemias e reservatorios fornecendo cepas aos paises vizinhos Camboja
e Vietname, tal observacao foi comum a todos os sorotipos.

Na transmissao em onda a virose se difunde de uma regiao para regioes
vizinhas sendo dificil de observar em uma escala global para dengue, pois
a transmissao também ocorre devido ao intenso fluxo de pessoas em regioes
intercontinentais favorecido pelo transporte aéreo (Weaver e Vasilakis, 2009).

A estrutura temporal é causada pelo surgimento continuo e extingao de
linhagens virais. As novas linhagens sao regularmente produzidas por mutacao,
mas a maioria extinta em periodos relativamente réapidos e com progresso em
subseqiientes amostragens (Klungthong et al., 2004). A estrutura temporal foi
notada nos paises asidticos (Cambodia (Denv-I), Tailandia (todas), Vientname
(Denv-I1,I1, I1T), Bangladesh (Denv-III), Filipinas (Denv-II, III), Miamar (Denv-
I1T), Singapura (Denv-II), Maldsia (Denv-IV), India (Denv-IV) e mnos paises
americanos Nicardgua (Denv-I, II), Venezuela (todos), Brasil (Denv-I, II, III),
Colombia (Denv-1I), Porto Rico (Denv-ILIII, IV), Peru (Denv-III), México (Denv-
I11).

Nas Américas é bem conhecido que o dengue circulante é de origem asiatica
(Aquino et al., 2009; Lanciotti et al., 1997). Em relagao aos gendtipos americanos
atuais, Denv-I genotipo III é o que circula hd mais tempo nas Américas com
ancestrais desde 1977. Ja Denv-III, gendtipo I circula mais recentemente nas
Américas formando um clado distinto desde 1994 na Nicardgua. Os sorotipos
Denv-IT genotipo I e Denv-IV genotipo I circulam nas Américas envolvendo
ancestrais existentes desde a década de 80. Amostras americanas também parecem

influenciar na transmissao para Asia como foi notada na amostra India 2006
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(acesso: EU448413) com origem brasileira.

As recentes introducgoes africanas foram observadas em Denv-I em dois
genétipos diferentes. No gendtipo I a introdugdo na Ardbia Saudita parece ter
origem tailandesa. Ja a introducao nas ilhas de Seicheles 2004, Reunion 2004 e
em Mocambique 2006 parecem ter origem chinesa. Também foram observadas
introdugoes recentes na Arabia Saudita de Denv-II (2004) e III (2004), indicando
a ocorrencia de hiperendemicidade neste pais.

A quantidade limitada de amostras no continente africano obtida é reflexo
da fiscalizacao limitada ou inexistente neste continente e dificulta o entendimento
da circulagao do virus da dengue no continente.

Na Oceania parece circular recentemente apenas Denv-IV encontrada nas
[Thas Salomao em 2007 com provavel origem da Indonésia. As demais amostras
desta regiao sao antigas e parecem formar clados extintos.

Em todos os sorotipos foi observado clados e linhagens sem presenca de
amostras recentes (apés o ano 2000). Em Denv-I os genétipos I e 11 Asia contem
amostras americanas do Havai (1944) e Aruba (1985). Em Denv-II e II os genotipo
IV sao considerados aparentemente extintos.

Caracterizagao genotipica é importante no monitoramento de mudangas
genéticas aparentes no tempo em DENV e identificar movimentos em fina escala.
No geral, a quantidade de genotipos estabelecidos mostrou pouca variacao e
concordancia com trabalhos ja realizados por Twiddy et al. (2002); Lanciotti et al.
(1994); Holmes (2003); Messer et al. (2003); Bennett et al. (2003)

Diferengas observadas em outros trabalhos de (Goncalvez et al., 2002) para
Denv-I Dias, 2006, (Wang et al., 2000; Araujo et al., 2009) devem-se em grande
parte, a quantidade amostral de sequéncias utilizadas bem como as auséncia de
registros (sequencias) em localidades chaves especificas e tempo das amostras.
Dentre estas localidades chaves ha auséncia de sequéncias da regiao do envelope
para Denv-II nas Américas durante a década de 80 e Denv-III a partir de 1994 na

mesma regiao. O aumento de sequéncias pode assim refinar as rotas do virus em
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regioes geograficas e estabelecer padroes filogeograficos mais precisos.

Além disso, as estruturas genotipicas sao possiveis de revisao e nao seguem
necessariamente um unico padrao definido. Genealogias mais recentes podem
mostrar extingao ou colapso de linhagens nao observadas anteriormente além de

dependerem da disponibilidade das sequéncias (Kyle e Harris, 2008).

TMRCA

O tempo de ancestral comum foi varidavel, nos sorotipos, em parte devido
a ocorréncia de linhagens silvestres contidas nos sorotipos de Denv-I, I e IV na
qual apresentaram ancestrais comuns distintos de linhagens envolvidas no ciclo
endémico/epidémico. Nos dados conjuntos o tempo de ancestral comum foi por
volta de 336 DC coincidente com os primeiros relatos dos sintomas semelhantes
a dengue ocorridos na dinastia chinesa de Chin. Os estudos de (Twiddy et al.,
2003a) e (Lewis et al., 1993) levantaram um tempo de divergéncia sorotipica mais
recente ocorrendo por volta do ano de 1115 DC.
pergunta: o que levou a diversificacao das linhagens em dengue? como e qd

aconteceu?

Linhagens silvestres

De acordo com a arvore genealdgica e tempo do ancestral comum, as
linhagens silvestres emergiram separadamente das linhagens endémicas/epidémicas
como também apresentado no trabalho de (Wang et al., 2000).

O ciclo silvestre parece ser uma linhagem mais antiga, pois a eficiéncia de
transmissao em humanos requer um tamanho populacional minimo de 10.000 a 1
milhao de habitantes (Gubler, 1998).

As estimativas para a idade do TMRCA tanto das cepas silvestres quanto
as linhagens humanas sugerem o sorotipo Denv-II como o primeiro a desenvolver
o ciclo de transmissao sustentada nos seres humanos mais cedo que nos outros

sorotipos. Tal evidencia também é apontada por (Twiddy et al., 2003b).
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Pouco se conhece da transmissao entre linhagens silvestres e humanas.
Alguns estudos apresentados por Rudnick (1966) documentam casos histéricos de

infeccoes humanas por genotipos silvestres.

Dinamica populacional e severidade

Padroes de distribuicao geografica sao influenciados pela dinamica
populacional. O efeito fundador de linhagens provoca grande surtos epidémicos
que levam a diversificacao e uma aceleragao nas taxas de crescimento populacional.

Foi observado que as introducoes de Denv-II e IV nas Américas em 1981
coincidem com explosoes demograficas observadas no BSP com estagios iniciais de
crescimento acelerado. O mesmo nao foi visto por Carrington et al. (2005) que
encontrou padroes iniciais de iniciais de invasao e expansao distintos na qual Den-
IV aumenta mais rapidamente que Denv-II. Entretanto a autora avaliou somente
genétipos especificos das Américas e valores de taxas de crescimento. Observa-se
em Denv-IV um declinio acentuado anterior a introdu¢ao nas Américas com um
efeito gargalo. A introducdo nas Américas deste sorotipo gerou um nicho vago
como provavelmente a falta de imunidade a este sorotipo que acarretou acentuado
crescimento, diversificacao e expansao nas Américas e novamente na Asia.

As explosivas atividades virais observadas ocorreram em um curto espaco
de tempo e em épocas diferentes em cada sorotipo. Posterior as explosoes é
observada uma estabilizagao curta do crescimento e no caso de Denv-IV novamente
um crescimento acentuado. Em Denv-II apds um declinio, nova explosao virdtica
ocorre por volta de 2000 em todas os genotipos atuais.

A introducao de Denv-I nas Américas em 1977 acompanha um ligeiro
aumento no crescimento populacional. A tltima onda de crescimento observada
recentemente acompanha expansao em todos os genotipos. E conhecido que Denv-
I relaciona-se com grandes epidemias na regiao meridional asiatica, como na India
na qual é notada a presenga ha mais de 50 anos (Kukreti et al., 2009) circulando

juntamente com Denv-II e III.
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No geral, os declinios e estabilizagoes observadas podem estar relacionados
com fatores de neutralizagao viral por imunidade cruzada entre linhagens
proximamente relacionadas em uma populagao exposta Araujo et al. (2009).

Além disso, a limitacdo do vetor deve ser levada em consideracao nos
padroes demograficos observados em arboviroses. Sob condicoes de epidemia,
cada individuo infectado tem uma probabilidade de transmitir o virus para varios
contatos, assim, aumentar o nivel geral de diversidade da populacao. Apds um
periodo de epidemia de transmissao sustentada, espera-se uma diversidade maior
do que seria o caso em condicoes endémicas, onde as taxas de transmissao sao
mais baixas (Twiddy et al., 2003a). No caso da dengue, o inseto Aedes tem
seu ciclo de vida altamente dependente de agua limpa e parada. Assim as taxas
de transmissao variam dramaticamente entre chuvosa e seca como resultados da
disponibilidade de locais reprodutivos para o mosquito vetor. Adicionalmente,
a circulagao de sorotipos distintos em uma mesma regiao geografica pode levar
a padrdes complexos de competigao seletiva (Zhang et al., 2005). Por exemplo,
analises filogenética revelaram que uma alta taxa relativa de extin¢ao de linhagens
e substitui¢ao (reposigao) de outros sorotipos geram periodos de flutuagoes na
diversidade que podem levar ao maior efeito da estrutura populacional. A estrutura
genética populacional de dengue parece ser fortemente influenciada pela extensao
da reacao cruzada entre sorotipos por refor¢o e protecao.

A prevaléncia de cada sorotipo de dengue em uma mesma regiao tem
aumentado o risco de DHF nos tltimos anos acompanhado pelo aumento da
diversidade genética dentro de cada sorotipo (Twiddy et al., 2003a). Embora
nenhuma hipdtese de que a Denv-II é diretamente responsavel por alguns casos de
DHF nas Américas tenha sido testada em algum modelo animal, varios estudos
apontam Denv-II como o mais associado com a DHF principalmente nas Américas,
seguido de Denvl e 3 Carrington et al. (2005); RicoHesse et al. (1997). Tais
comprovagoes estao associadas a grande epidemia ocorrida em 1981 em Cuba apods

introducao do novo genotipo de Denv-II acarretando 350.000 casos sendo 10.000
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DHF e 158 6bitos (Kouri, 1986).

Dificuldades encontradas

gaps na amostragem
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Apeéendice A

Banco de Dados: DENYV Database

Banco de Dados pode ser definido como uma colecao compartilhada de
dados logicamente relacionados (Elmasri e Navathe, 2000). Arquivos contendo
informagoes, a organizacao logica e estruturada dessas informagoes e ferramentas
para acesso a elas constituem as principais caracteristicas de um banco de dados.
As atuais técnicas de extracao e sequenciamento de DNA geraram uma enorme
quantidade de informacgoes tornando imprecindivel o uso de banco de dados
biologicos de usos genéricos ou com informacoes especificas como, por exemplo,
sequencias virais.

Entre os bancos de sequéncias virais, um dos mais conhecidos é o Los Alamos
(http://www.hiv.lanl.gov/content /index) na qual armazena informagoes referentes
ao virus HIV,| influenza (HIN1) e hepatite HCV. Entretanto para virus da dengue,
nenhuma disponivel atualmente na web é capaz de fornecer dados atualizados e
com ampla distribuicao geogréafica. Sendo assim, a opcao de dados para virus da
dengue disponivel encontra-se no GenBank.

A construcao do banco de dados relacional Denv-Database consistiu em trés
etapas de modelagem: modelo conceitual, l6gico e fisico. Os detalhes de cada um

dos modelos sao descritos a seguir.

A.l Modelo Conceitual

Etapa inicial onde sao delimitadas especificacoes no banco para representar

a realidade. Seu entendimento é facil para o usuario comum. O modelo
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conceitual estd fundamentado nos conceitos de entidade, relacionamento e atributos
representados através do diagrama Entidade Relacionamento (ER) que utiliza
elementos de retangulos, losangos e segmentos de reta. Os retangulos representam
classes de objetos, os losangos sao os relacionamentos e segmentos de retas
definem atributos. Para construcao do modelo conceitual foi utilizada a ferramenta
brModelo (Candido, 2005).

Retangulos: circulos preenchidos,

nome
country2letter
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stateZletter
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Figura A.1: Diagrama Entidade Relacionamento.

A.2 Modelo Légico

O modelo logico esta sujeito as restrigoes do SGBD utilizado e pode sofrer
eventuais reestruturagoes de forma a garantir a eficiéencia das consultas. Nesta
etapa o Denv-Database foi projetado com o uso da ferramenta Designer que
permitiu exportar o modelo diretamente para uma base de dados SGBD MySQL.

O resultado final consistiu de quatro tabelas principais: Referéncia,
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Sequéncia, Genes e Locais amostrados. A tabela de Referéncia contém dados
como autor, ano, titulo, jornal e ano de publicacao. A tabela referente a Locais
fornece informacoes da localidade onde foi extraida a amostra como pais, regiao e
continente. A tabela Sequéncia contém dados de sorotipo, ano de coleta, genotipo,
tamanho, nimero de acesso, etc. Por fim, a tabela Gene apresenta informacoes
derivadas de genomas completos (Figura A.2).

Fublication

equences Beference L

¥ SEQUENCES_accession: WARCHAR(1S) (FK) equence Ay—
' REFERENCE nRef: INTEGER (FK)
Contem
COUNTRY 4
REFEREMCE i EQUENCE 4 ¥ idSigla: VARCHAR)
# nRef. INTEGER Publice # accession: VARCHAR(15) @ nameCountry: ¥ARCHAR(ZE5)
@ nPubMert: INT @ COUNTRY_ldSigla: WARCHAR() (FK) Lacaza @ georregion: YARCHAR(255)
@ fitle: YARCHAR(T00) @ mylD: YARCHAR(ZD) @ _myObsLoc: WARCHAR(1 B0}
@ joumal: ¥ ARCHAR(EN @ num: INTEGER <
@ yearPublication: YEAR @ lengthep: INTEGER
@ volume: NUMERIC @ yearCollection: YEAR
@ numero: INTEGER @ serotype: ENUM{D1','D2', /D3, D4 'ndd)
@ paginas: YARCHAR[1S) @ genotype: ¥ARCHAR[ 80) e
@ productOriginal: ¥ ARCHAR({30)
Escrita @ myObs: VARCHAR(180)

@ isolateSource: VARCHAR(SD)

:
3 note:
g REFERENCE nfet. INTEGER (Pl @ clone ENUM('ye(s‘ 'n)m') Produz | | @ SEQUENCES_accession: VARCHAR(TS) (Fk
AUTHOR nAuthor: INTEGER (FK) @n . @ langthz: INTEGER
9 grauthors: INTEGER 03t VARCHAR(100) & engthz:
@ lab_host VARCHAR(100) @ product VARCHAR(3S)
@ statePravince: VARCHAR(180) @ startCodan: INTEGER
Fublica @ statezletters: ¥ ARCHAR(BO) @ start; INTEGER
@ city: vARCHAR{180) @ end_z: INTEGER
UTHOR = @ description: TEXT @ myMote: VARCHAR(ZOS)
# nauthor: INTEGER @ sequenceGE: TEXT @ sequence: TEXT

@ name: WARCHAR(4S5)
@ andress: YARCHAR{E0)

@ eMail YARCHARMD)

Figura A.2: Esquema do Modelo Légico.

A.3 Modelo Fisico

Esta etapa é dependente do SGBD a ser usado. O modelo fisico define a
organizacao e estruturas fisicas de acesso aos dados (indices, métodos de acesso,
etc.). Para o desenvolvimento do banco de dados, optou-se por trabalhar com
o SGBD relacional MySQL devido a licenca gratuita para uso académico, leve e

rapido (principalmente na plataforma Linux) e muito utilizado em aplicagoes web.
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A4 Dados e Estatisticas

Todas as informacoes das sequéncias que popularam a base de dados foram
obtidas diretamente do GenBank e importados dentro da base local em MySQL
usando scripts do médulo Bioperl. As sequéncia escolhidas tiveram mais que 100
nucleotideos e sao todas referentes ao virus da dengue.

O total de dados no Denv-Database foi de 7089 nas quais 91.5

Quanto a regiao genomica, ENV apresentou 1597 sequéncia e mais 2103
associadas a registros do genoma completo. O total de 2056 amostras contem

genomas completos de Denv muitos dos quais nao constam separacao de regioes

codificantes CDS.

A5 Consultas

Uma das principais vantagens de SGBD’s esta na facilidade de consultas
e recuperacao de informacoes. Primeiramente o acesso as informagoes foi feito
atraves da ferramenta phpMyAdmin com objetivo de coletar informacoes da regiao
do ENV que constituiu o conjunto de dados para analises evolutivas.

Posteriormente com o intuito de disponibilizar os dados para consulta na
rede, foi feito um formulario na qual é possivel obter informacgoes referentes a

subtipo, ano, localidade dentre outras (Figura A.3).

A.6 Portal Web

O portal web ainda esta em fase de construcao sendo assim, a interface
grafica e as operagoes sofrerao a insercao de novas funcionalidades, com o intuito de
permitir consultas mais especificas e mais inteligentes (Figura A.4). O portal utiliza
PHP v.5.3 para conectar a base de dados e gerar dinamicamente um ambiente
amigavel em HTML através do servidor Apache de acordo com o padrao de W3C

para assegurar a interoperabilidade quando possivel.
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Sequence Search Interface

‘ |pb a
Accession | Lenght ‘ |
Year‘ | &
Gene | Any e collection ‘ |
Serotype  Any ~ Genotype ‘ |
LOCAT[Ol\.I Georregion | Ay v
Country ‘ |
State |
City/Province ‘ |
OTHER :
Reference
Strain Isolate Source
Description
Host Note
OuT PUT :
List Ay ~ | records per
page.

submif || Reset

Figura A.3: Formulario de Consulta.

9 Denv-Database - Mozilla Firefox

y

- 6 @ ‘EE‘ http://www.Incc.bridenv-database &,\,Jl.,

Mais visitados v g Getting Started [5)]Latest Headlines v

DENV-DATABASE

Home Project Search Team Links Contact

Welcome

Dengue virus (Denv) is a mosquito-borne RNA virus (family Flaviviridae)
with an expanding circum-tropical distribution, whose health impact on
human populations has become increasingly severe in recent decades.
The Denv-Database contains many data on Denv genetic sequences
related to year and country of sampling . The website also allows access
to a large number of tools that can be used to analyze these data. Click
on the links below to access the respective database.

Copyright (C) 2009

http:/fwww.Incc.br/denv-database/tools.html

Figura A.4: Aplicacao Web.

AT Ferramentas

Foi adicionado ao banco de dados Denv-Database a ferramenta de

alinhamento BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) que permite encontrar
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similaridade entre uma sequéncia fornecida pelo usuério e as sequéncia disponiveis
no banco de dados Altschul et al. (1990). Esta ferramenta auxilia na checagem do

genotipo da sequéncia fornecida e verificagao da origem da amostra.
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Apéendice B

Lista das Siglas e Paises Utilizadas nas

Analises de Acordo com a ISO 3166-1

A TSO 3166-1 sugere codigo de duas letras para paises e dependéncias. Localidades
utilizadas no estudo estao listadas a seguir. Para demais localidades, consultar em:

(http://www.iso.org.iso).
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Sigla Pais

AT Anguila

AD Angola

AU Australia

AW Aruba

BB Barbados

BD Bangladesh

BF Burguina Farso
BO Bolivia

BR Brasil

BS Bahamas

BZ Belize

CI Costa do Marfim
K Ilhas Cook

CN China

co Colombia

CR Costa Rica

DM Dominica

Do Rep. Dominicana
EC Equador

Fl Fiji

GD Grenada

GH Ghana

GY Guiana

HMN Honduras

] Indonesia

IN India

JM Jamaica

JP Japao

KH Cambodia

KM Comodoros

KN 5.Cristovdo e Nevis
KR Coreia do Sul
LC Santa Lucia

LK 5ri Lanka

MG Madagascar

MM Myanmar

Regido
América
Africa
Oceania
América
América
Asia
Africa
América
América
América
América
Africa
Oceania
Asia
América
América
América
América
América
Oceania
América
Africa
América
América
Sudeste
Asia
América
Asia
Sudeste
Africa
América
Asia
América
Asia
Africa
Asia

Central

Central
Central

do Sul
do Sul
Central
Central

do Sul
Central
Central
Central
do Sul
Central
do Sul
Central
Asiatico
Central
Asidtico
Central

Central
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Sigla
MO
M5
MX
MY
MZ
NC
NG
NI
MR
PE
PF
PG
PH
PR
PY
RE
SA
5B
5C
56
5N
50
SR
sV
TH
TL

TO
T
™
UG

us
VE
Ws
VN
VI

Pals
Martinique
Monserrat
Mexico

Malasia
Mozambique
Nova Caledonia
Nigeria
Nicaragua

Nau ru

Peru

Pol. Francesa
Papua Mova Guine
Filipinas
Porto Rico
Paraguai
Reunion

Arabia Saudita
Ilhas Salomao
Seychelles
5ingapura
Senegal
Somalia
Suriname

EL Salvador
Tailandia
Timor Leste
Tonga

Trinidad e Tobago
Talwan

Uganda

Estados Unidos
Venezuela
Samoa

Vietname

Ilhas Virgens Am.

Regido
América
América
América
Asia
Africa
Oceania
Africa
América
Oceania
América
Oceania
Oceania
Sudeste
América
América
Africa
Oriente
Oceania
Africa
Sudeste
Africa
Africa
América
América
Sudeste
Sudeste
Oceania
América
Asla
Africa
América
América
Oceania
Sudeste
América

Central
Central
Central

Central
do Sul
Asiatico
Central

do Sul

Médio

Asiatico

do Sul
Central
Asiatico
Asiatico

Central

do Norte

do Sul

Asiatico
Central



Apeéndice C

Sequéncias do GenBank
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Apéendice D

Bases de dados Especializadas em Virus

da dengue

VIRUS DE RNA:

http://bioinf.cs.auckland.ac.nz/rnavirusdb/
DENGUE DT DATABASE:

Disponivel em: http://www.bioinformatics.org/dengueDTDB /Pages/main.htm
BROAD INSTITUTE:

http://www.broadinstitute.org/annotation /viral /Dengue
DENGUE DATABASE:

http://www.denguedb.org/dengue;n fo.asp
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Apéendice E
Modelos Substituicoes de Nucleotideos

Todos os métodos discutidos a seguir asumem as seguintes premissas:

(i): Todos os sitios de nucleotideos mudam independentemente;

(ii): A taxa de substituicdo e constante através do tempo e em diferentes
linhagens;

(iii): A composicao de bases estd em equilibrio;

(iv): A probabilidade condicional de substituigdo do nucleotideo é a mesma

para os sitios e nao mudam através tempo.

Junkes Cantor 69

Foi o primeiro modelo proposto para substituicao de nucleotideos, sendo
considerado o mais simples. Este modelo envolve um tnico parametro a ser
estimado, assim, ele também é conhecido como modelo um parametro (single-
parameter model)e assume que as quatro bases tém frequéncias iguais e todas
as substituicoes sao igualmente provaveis. Neste modelo, a distancia de duas
sequéncias e dada por:

3 4

d= —Zln(l - gp) (E.1)

onde p e a proporcao de nucleotideos que sao diferentes em duas sequéncias
e In é uma funcao log natural. A matriz que representa a probabilidade de

substituicao e o vetor de composicao de bases e dada por:

7



« o « 1111

P = =137 (E.2)
o . (0]
a o o

onde a é a probablilidade de substituicao que é a mesma para todas as
possiveis substituicoes.

Os demais modelos estao descritos no apendice D.

Kimura 80

Neste modelo é incorporado diferencas observadas entre as taxas de transigoes
e transversoes. Com base nestas informagoes, foi proposto o modelo Kimura dois
parametros que incorpora a taxa de transicao por sitio («) diferente da taxa de
transversao (), dada a taxa de substitui¢ao total por sitio de (« + 2(3). A taxa
transigao/transversao (a/f3) pode ser representada pela letra kappa (k).

A distancia é dada por:
1 1
d= §ln[1 —2P - Q|+ Zln[l/(l —2Q)] (E.3)

onde P e Q sao as diferencas proporcionais entre duas sequéncias devido a transicao
e transversao respectivamente. A matriz de probabilidades de transicao e a

frequéncia de bases é dada por:

_ . ﬁ_
g . B« 1111
P, = f=-7= (E.4)
o B . B 4444
[ B a s ]

Felsenstein 81
Neste modelo, alguns nucleotideos podem ter uma frequéncia maior que
outros e é de se esperar que algumas substituicoes sejam mais frequéntes que

outras. A composicao de bases pode variar entre genes e entre o mesmo gene
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em diferentes espécies. Assim, o modelo Felsenstein permite que a frequéncia dos

quatro nucleotideos sejam diferentes. A matrix de substituicao é dado por:

Tk Tg

TAQ . Tgx

AL Tl

TAQ ToQ TpQ

T

T

T

f = [ramemamr] (E.5)

onde m; é a frequéncia da i-ésima base calculados sob a sequéncia que sao

comparados.

HKY 85

Este modelo foi proposto por Hasegawa, Kishino e Yano em 1985.

Essencialmente ele é uma juncao dos modelos K2P e F81 por permitir a ocoréencia

em diferentes taxas da transicao e tranversao e também a variacao na frequéncia

de bases. Sua matrix de substituicao e frequéncia de bases é dada por:

Wcﬁ TqgQ
Al . usets)
TAQ Wcﬁ

7TA6 e WTﬁ

Comparacao de modelos
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Apeéendice F

Breve Descricao dos Programas

Utilizados

F.1 BEAST

A arquitetura global do pacote BEAST (Bayesian Evolutionary Analysis
by Sampling Trees) é um pipeline. Beast é um programa geral de inferéncia
bayesiana por MCMC dos parametros de modelos evolutivos quando as arvores
sao coalescentes. Inclui uma variedade de modelos dentre os quais, modelos de
substituicao de nucleotideos, tempo de divergéncia das amostras, relégio molecular
relaxado e modelos populacionais. BEAST foi escrito como um executavel Java
capaz de rodar em qualquer sistema com Java 1.4 ou superior. A entrada de
arquivo é no formato xml com a descricao dos dados para analise.

Disponivel gratuitamente em: http://beast-mcme.googlecode.com

Programas relacionados ao BEAST:

F.1.1 Beauti

Beauti (Bayesian FEvolutionary Analysis Utility) é um software grafico que

permite a criagdo de arquivos para entrada no Beast (formato xml).
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F.1.2 TreeAnnotator

Sintetiza a informacao de uma amostra de arvores produzidas no BEAST
em uma arvore de alvo Unico orientado para enraizada medidas filogenéticas de
tempo usando modelos de reldgio relaxado ou molecular estrito. Destina-se tanto
como um método de reconstrucao de filogenias e como uma estrutura para testar
a hipotese evolutiva sem condicionamento em um BEAST tnica arvore topologia
usa MCMC a média de espaco de arvore, de modo que cada arvore é ponderada
proporcional a sua probabilidade posterior. Aplicagao nas areas de filogenia de
espécie para datacao molecular genética de populacoes baseada em coalescéncia e
medidas envolvendo populagoes (DNA ancestral ou data das sequéncias virais no

conjunto de dados).

F.2 TRACER

Software de ferramentas graficas para analises de saidas MCMC. Lé arquivos
de saida gerados pelo BEAST, MrBayes e BAli-Phy. Também escrito em Java.

Disponivel em: http://www.evolve.zoo.ox.ac.uk/software.html?id=tracer

F.3 PAML

Constitui um pacote de programas feito por Ziheng Yang para a anélise
de maxima verossimilhanga de nucledtidos ou proteinas sequéncias, incluindo
os métodos baseados em codons que levem em conta tanto os aminoacidos
quanto nucledtideos. Os programas podem estimar comprimentos dos ramos
em uma arvore filogenética e os parametros do modelo evolutivo como a razao
da taxa transi¢do/transversdao (k), o parametro de gama (a) para as taxas de
substituicao varidavel entre os sitios, os parametros de taxa substituicoes nao
sinonimas/sinénimas (w). O pacote também pode testar modelos evolutivos,
calcular as taxas de substituicao em locais particulares, reconstruir nucleotideos
ancestrais ou sequéncias de aminoacidos e simular a evolucao da sequéncia da

proteina. O pacote esta disponivel como arquivos executaveis do Windows e de
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cbdigo fonte C para Unix e sistemas MacOS X.

Disponivel em: http://abacus.gene.ucl.ac.uk/software/paml.html

F.3.1 CODEML

E um conjunto de programas inseridos no pacote PAML com objetivo de
realizar andlises filogenéticas de DNA ou proteina utilizando método de maxima
verossimilhanga, (ML). Capaz de estimar taxas nao sinonimas e sinonimas por sitio

ou linhagem.

F.4 ClustalW

Programa de alinhamento automatico de multiplas sequéncias (Thompson
et al., 1994). Realiza alinhamento cruzado de pares usando o algoritmo de
Needleman e Wunsh 1970 para calcular os pares de distancias, na qual usa
para reconstruir uma arvore NJ. Entao ele utiliza a arvore NJ como guia para
o alinhamento progressivo das sequéncias. Existem duas variedades de Clustal:
ClustalW com interface em linha de comando e ClustalX com interface grafica.
Roda na maioria das plataformas e o download podem ser obtidos através do link:

ftp://ftp.ebi.ac.uk.

F.5 MEGA

MEGA Molecular Evolutionary Genome Analysis é uma plataforma com
ferramentas integradas capazes de realizar alinhamento de sequéncias de forma
automdtica e/ou manual, edigao de sequéncias, inferécia de drvores filogenéticas,
mineracao bases de dados da web, estimativa de taxas da evolugao molecular e
testes de hipdteses evolutivas.

Disponivel em: www.megasoftware.net
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Apéendice G

Arvores Genealdgicas Circulares
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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