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RESUMO

A dengue € uma infec¢ao viral sistémica, autolimitada, transmitida para os humanos
através da picada de mosquitos fémeas infectadas do género Aedes sp. Trata-se de
uma doenca com grandes impactos na economia e na saude publica, e estima-se
gue entre 50 a 100 milhées novas infecgdes ocorram anualmente em mais de 100
paises. A dengue é causada pelo Dengue virus (DENV), um virus pertencente a
familia Flaviviridae, com genoma composto de uma unica molécula de RNA, fita
simples com polaridade positiva. A infeccéo pelo DENV pode ser assintomatica ou
apresentar diferentes manifestacfes clinicas, como febre do dengue (FD), febre
hemorragica do dengue (FHD) e Sindrome do Choque do dengue (SCD). Dados da
literatura indicam que algumas infecgbes virais podem causar alteragbes
epigenéticas em seus hospedeiros, principalmente a metilacdo do DNA. Assim, 0
proposito deste trabalho foi investigar a influéncia da infec¢do pelo DENV no perfil
global de metilagcdo dos pacientes, através da técnica de MethELISA, e analisar o
padrao de metilagdo no promotor dos genes fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e
interferon gama (IFN-y). Os resultados obtidos indicam uma tendéncia na diminuicao
do percentual relativo de metilacdo apdés a infeccdo pelo DENV, sugerindo uma
influéncia da infeccao viral nos mecanismos epigenéticos do hospedeiro. Observou-
se também uma maior taxa de desmetilacdo do promotor do TNF-a dos pacientes
infectados em relagéo ao grupo controle. Em relagdo ao IFN-y, n&o foi observada
diferenca no padrao de metilagcdo do gene entre os dois grupos analisados. A meta-
andlise de microarranjos de DNA obtidos de pacientes infectados pelo DENV indica
um aumento na expressdo dos genes da Timina DNA Glicosilase (TDG) e das DNA
Metiltransferases 1 e 3 (DNMT1 e DNMT3) nos pacientes infectados. Estes dados
sugerem que o DENV é capaz de interferir com 0os mecanismos epigenéticos do
hospedeiro.

Palavras-chave: Dengue virus. Epigenética. Metilacdo do DNA. TNF-a. IFN-y.



ABSTRACT

Dengue fever is a systemic viral infection, self-limited, transmitted to humans through
the bite of infected female mosquito from Aedes genus. It is a disease with major
impacts on the economy and public health, and it is estimated that between 50 to 100
million new dengue infections occur annually in more than 100 countries. Dengue
fever is caused by Dengue virus (DENV), a single strand positive sense RNA virus
belonging to the Flaviviridae family. The DENV infection may be asymptomatic or
present different clinical manifestations, such as dengue fever (DF), hemorrhagic
fever (DHF) and dengue shock syndrome (DSS). Published data indicate that some
viral infections can cause epigenetic changes in their hosts, especially in the DNA
methylation. Thus, the aim of this study was to investigate the influence of DENV
infection in global methylation profile of DENV infected patients by MethELISA
technique, and analyze the pattern of methylation in the promoter of tumor necrosis
factor alpha (TNF-a) and interferon gamma (IFN-y) genes. The results obtained show
a decrease the relative methylation percentage after DENV infection, suggesting an
influence of viral infection in the epigenetic mechanisms of the host. There was also
detected a higher rate of demethylation of TNF-a promoter in infected patients if
compared to the control group. No difference was found in the methylation frequency
between the two analyzed groups regarding the IFN-y promoter. Meta-analysis of
DNA microarray indicates that patients infected with DENV shows an increase in the
expression of Thymine DNA Glycosylase (TDG) and DNA methyltransferases 1 and
3 (DNMT1 and DNMT3) genes, all involved in epigenetic regulation. So, these data
indicated that DENV is able to interfere with the host epigenetic mechanisms.

Keywords: Dengue virus. Epigenetics. DNA methylation. TNF-a. IFN-y.
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1 INTRODUCAO

A dengue é uma doenca com grandes impactos na economia e na saude
publica, e estima-se que entre 50 a 100 milhdes novas infec¢cdes ocorram
anualmente em mais de 100 paises. Nos ultimos 50 anos, a incidéncia aumentou 30
vezes com 0 avanco da expansao geografica para novos paises e, ha presente
década, houve a propagacao das areas urbanas para areas rurais (WHO, 2012). A
doenca é atualmente endémica em 112 paises da Africa, Américas, Mediterraneo,
Sudeste Asiatico e Pacifico Oeste (FIGUEIREDO, 2007; WHITEHEAD et al., 2007).
Estimativas da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) indicam que 40% da
populacdo mundial (2,5 bilhdes de pessoas) vivem em areas de risco para dengue.
A dengue é uma arbovirose transmitida ao ser humano através da picada de fémeas
do mosquito do género Aedes infectadas (principalmente Ae. aegypti e Ae.
albopictus), sendo que os seres humanos figuram como o principal hospedeiro viral
(WORLD HEALTH ORGANIZATION - WHO, 2009).

O Dengue virus (DENV) € um virus envelopado, possui RNA fita simples
senso positivo e é pertencente a familia Flaviviridae, género Flavivirus. A dengue
tem um amplo espectro de apresentagcfes, muitas vezes com evolucdo clinica e
resultados imprevisiveis. As infeccbes pelo virus da dengue foram agrupadas em
trés categorias: assintomatica, febre da dengue (FD) e febre hemorragica da dengue
(FHD). A FHD foi classificada em quatro graus de gravidade, com os graus lll e IV
sendo definidos como sindrome de choque da dengue (SCD) (WHO, 2009). Os
individuos com FD podem apresentar febre, dor de cabeca, dores oculares, mialgias,
prostracdo, manchas na pele, linfoadenopatia e leucopenia. J4 a forma mais grave
da dengue (FHD) pode causar plaquetopenia, hemoconcentracdo, presenca de
sangramento espontaneo, insuficiéncia circulatéria e choque, podendo levar o
paciente a 6bito (OISHI et al., 2008; RIGAU-PEREZ et al., 1998). O desenvolvimento
das formas graves da doenca pode ser explicado pela alteragéo no nivel de citocinas
que sao capazes de aumentar a permeabilidade vascular e causar disfuncao
endotelial. Dentre as citocinas envolvidas com a imunopatogénese da dengue
podem ser destacadas o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e o interferon gama
(IFN-y) (SIERRA et al., 2012; SOUNDRAVALLY et al., 2014).



18

A epigenética € descrita como o estudo de modificagfes hereditarias na
regulacéo da expressao do gene sem alteracdo na sequéncia de bases de DNA. As
modificacdes epigenéticas tais como metilacdo do DNA e acetilacdo de histonas
constituem um mecanismo especial de regulacdo da expressao génica envolvido em
muitas situagcfes patologicas. (FACKLER et al., 2004; RANDO, 2006; USHIJIMA,
2005).

Como a metilacdo do DNA é uma marca epigenética herdavel e modificavel, a
manutencdo e a transmissdo corretas desses padrbes as células filhas séo
processos essenciais do ciclo celular. Portanto, a identificagdo dos processos
epigenéticos, tais como a metilacdo ou desmetilagdo do DNA, esté se tornando uma
ferramenta importante para a compreensao tanto da expressado génica normal como
em diferentes doencas. O conhecimento dos eventos moleculares que iniciam e
mantém o silenciamento epigenético pode levar ao desenvolvimento de novas
abordagens relacionadas a identificacdo de marcadores diagndsticos e progndsticos
para as doencas humanas (BAYLIN; OHM, 2006; POLO; ALMOUZNI, 2005).

Os virus evoluiram com os seus hospedeiros de tal forma que eles
desenvolveram mecanismos para evadir do sistema de defesa do organismo
parasitado. Além dos mecanismos mutagénicos, os virus também desenvolveram
mecanismos epigenéticos pelos quais eles podem inativar a resposta imune do
hospedeiro a seus antigenos (ADHYA; BASU, 2010). Alguns estudos sugerem que 0
DENV é capaz de regular a maquinaria epigenética da célula hospedeira (QI et al.,
2013; ZHANG et al., 2013). Sendo assim, neste trabalho foi proposta a analise da
influéncia da infeccdo pelo DENV no perfil global de metilacdo e na regido promotora

dos genes TNF-a e IFN-y dos individuos infectados.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Atualmente existem inimeros dados a respeito dos grandes avangos no
estudo da dengue. ApOs a analise de diversas publicacbes, algumas destas

informacdes foram dispostas neste capitulo.

2.1 A DENGUE

A dengue é uma infeccdo viral sistémica, auto-limitada, transmitida entre
humanos através da picada de mosquitos fémeas infectadas do género Aedes. A
rapida expansado global da dengue é um desafio para a saude publica com um
encargo econdmico que ainda néo foi resolvido pela auséncia de vacinas
licenciadas, agentes terapéuticos especificos ou estratégias de controle eficientes
(SIMMONS et al., 2012).

2.1.1 Historico e epidemiologia

Os primeiros dados disponiveis sugerindo potenciais casos de febre do
dengue sdo encontrados em uma enciclopédia chinesa escrita entre os anos 265 e
420. Séculos depois, 0os primeiros surtos de uma doenca compativel com a dengue
classica aconteceram no Caribe, em 1635 e 1699, muito antes das epidemias
simultaneas relatadas em 1779 e 1780, que ocorreram na Asia, Africa e América do
Norte. Em 1789, Benjamin Rush relatou o primeiro caso da doenca e cunhou o
termo “febre quebra ossos”. Desde entdo, inumeros surtos de dengue tém sidos
descritos mundialmente (GUZMAN, 2010; VASILAKIS, 2008). Durante a Segunda
Guerra Mundial foram observados grandes estudos da dengue, e relata-se um
consideravel progresso no controle de doencas infecciosas de todos os tipos,

especialmente daquelas transmitidas por vetores (SABIN, 1952).
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Nos ultimos 50 anos, a incidéncia da dengue aumentou 30 vezes com 0O
avanco da expansdo geografica para novos paises (FIGURA 01). Na presente
década, houve a propagacdo das areas urbanas para areas rurais, e estima-se que
entre 50 a 100 milhdes de novas infeccbes ocorram anualmente em mais de 100

paises, considerados atualmente endémicos para a doenca (WHO, 2012).
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Figura 1 - Média do niumero de casos de dengue reportados & Organizacdo Mundial de Saude
entre 1955 e 2007 e o numero de casos reportados recentemente, de 2008 a 2010.
Fonte: WHO, 2012

A dengue esta presente em paises tropicais e subtropicais e se comporta de
maneira epidémica quando existem condi¢cOes apropriadas, tais como a presenca de
grandes territérios com infestacdo do mosquito Aedes sp. e a introducdo e/ou
circulacado de um ou mais sorotipos do Dengue virus (TABACHNICK, 2009).

Atualmente a doenca é endémica em mais de 100 paises da Africa, Américas,
Mediterraneo, Sudeste Asiatico e Pacifico Oeste e quase metade da populacéo
mundial vive em areas de risco da dengue, sendo que o Brasil € o pais com maiores
nameros de casos da doenca no mundo, como pode ser observado na Figura 02
(GUZMAN; HARRIS, 2015; WHO, 2012).

De acordo com o Ministério da Saude, em 2015 foram registrados 745.957
casos notificados de dengue no Brasil até o0 més de abril, ou seja, 367,8 casos a
cada 100 mil habitantes. No mesmo periodo do ano de 2014 foram 223.227 casos. A
regido Sudeste teve o maior nimero de casos notificados (489.636 casos; 66,2%)

em relacdo ao total do pais, seguida das regides Nordeste (97.591 casos; 11,5%),
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Centro-Oeste (85.340 casos; 12,4%), Sul (46.360 casos; 5,8%) e Norte (27.030
casos; 4,1%). O sorotipo viral mais identificado durante os quatro primeiros meses
de 2015 foi o DENV-1, encontrado em 92,7% das amostras analisadas (BRASIL,
2015).
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Figura 2 - Média do numero de casos de Dengue nos 20 paises mais endémicos,
como reportado a OMS, 2004-2012.
Fonte: Adaptado de WHO, 2012.

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, em 2012 a dengue posicionou-se
como a doenga viral transmitida por mosquitos mais importante do mundo. Os surtos
exercem um alto impacto nas populagdes, nos sistemas de saude e na economia da
maioria dos paises tropicais. A emergéncia e a propagacéao dos sorotipos do Dengue
virus da Asia para as Américas, Africa e o Mediterraneo Ocidental representam uma

ameaca de pandemia global (WHO, 2012).
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2.1.2 Transmissao

7

A fémea do mosquito Aedes aegypti é a vetora primaria da dengue. Ela
adaptou-se para se acasalar, alimentar, repousar e depositar seus ovos ao redor da
habitacdo humana. O Aedes aegypti possui habitos alimentares diurnos sendo que a
maior frequéncia de picadas ocorre no inicio da manhd e antes do anoitecer. As
fémeas do mosquito normalmente picam varias pessoas durante cada periodo de
alimentacao, favorecendo assim, a transmissdo da doenca (WHO, 2012). As fémeas
do A. aegypti depositam seus ovos em recipientes artificiais de dgua como pneus,
garrafas e vasilhas de plantas. Devido a necessidade de agua para a reproducao, o
pico da densidade de mosquitos aumenta durante estacdes mais Umidas, com uma
consequéncia direta no aumento do numero de casos de dengue (TUISKUNEN,
2013).

Figura 3 - Aedes aegypti e Aedes albopictus, respectivamente: os principais vetores da dengue.
Fonte: Florida Medical EntomologyLaboratory, Universidade da Fldrida. Disponivel em:
http://fmel.ifas.ufl.edu/research/exotic.shtml. Acesso em: 18 fev 2015.

O mosquito Aedes albopictus, um vetor secundario da dengue na Asia,
espalhou-se para as Américas e Europa, devido, principalmente, ao comércio
internacional de pneus usados (um habitat de reproducdo do mosquito) e de outros
bens. O mosquito € capaz de hibernar e tolerar temperaturas abaixo de

congelamento, o que facilita sua propagacdo. Aléem destas duas espécies bem
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estabelecidas, o Aedes polynesiensis (na Polinésia Francesa e nas llhas Wallis e
Fortuna), e o Aedes scutellaris (na Nova Guiné) também foram também

caracterizados como vetores da doenca (WHO, 2012).

2.1.3 O Dengue virus (DENV)

A dengue é uma arbovirose causada pela infeccdo pelo Dengue virus
(DENV), um virus pertencente a familia Flaviviridae, que é composta de virus
envelopados icosaédricos que infectam vertebrados e frequentemente causam
infecgbes sérias em seres humanos. A familia Flaviviridae € dividida nos géneros
Flavivirus, Pestivirus e Hepacivirus. Além do DENV, o género Flavivirus inclui o virus
West Nile e o virus causador da febre amarela (Yellow fever virus) (ZHANG et al.,
2003).

Até o presente momento foram descritos quatro diferentes sorotipos do
DENV: DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4. Em uma tentativa de esclarecer ou
unificar a atual classificacdo de gendtipos de dengue entre sorotipos, sao descritas
filogenias dos quatro sorotipos utilizando nucleotideos de toda a regido codificadora
da proteina do envelope ou do genoma viral inteiro (CLYDE et al., 2006; RICO-
HESSE, 2003).

O genoma do DENV é composto de uma unica molécula de RNA, fita simples
com polaridade positiva (FIGURA 04). Este consiste de aproximadamente 10.700
nucleotideos e codifica um precursor poliproteico de 3.411 aminoacidos contendo
trés proteinas estruturais (capsideo [C], precursor da membrana [prM] e envelope
[E]) e sete proteinas ndo-estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, e NS5).
As proteinas estruturais sdo componentes da particula viral madura, enquanto que
as proteinas ndo-estruturais sdo expressas apenas nha célula infectada e ndo sao
detectaveis em particulas maduras, estando as mesmas envolvidas no processo de
replicacdo viral e resisténcia aos efeitos antivirais induzidos pelos interferons. As
proteinas estruturais ndo estao envolvidas na replicacdo do genoma viral (ALVAREZ
et al., 2006; THOMAS et al., 1990).

A regido aberta de leitura é flanqueada por duas regides nao traduzidas (5'e 3'

UTR) de cerca de 95 a 135 e 114 a 650 nucleotideos, respectivamente. A
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extremidade 5' contém um cap tipo |, semelhante ao RNA mensageiro celular, e o
RNA viral € traduzido por um cap de iniciacdo dependente da regido 5-UTR. A
extremidade 3' ndo tem uma cauda poli A. Tanto a 5' e 3UTR s&o necessarios para
uma traducéo e replicacao eficientes do RNA viral (GAMARNIK, 2010).

Genoma do Dengue virus

|

m

Genes esfruturaiz Genes NGo-Estrulurals

e
T NS1 I
| NS4b

Capsideo (C NSz2b NSia NSs

Figura 4 - Genoma do Dengue virus.

Fonte: IDREES, ASHFAQ, 2012.

Nota: O genoma do Dengue virus codifica 10 proteinas virais, incluindo 3 proteinas  estruturais (C,
M e E), responsaveis pela estrutura viral e pela adesdo a célula hospedeira, e 7 proteinas nédo-
estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NSS) que estdo envolvidas na replicagédo
viral e outras funcdes celulares.

Particulas maduras e infecciosas do DENV apresentam forma geodésica e
simetria icosaédrica, e medem cerca de 50 nm de diametro. As proteinas estruturais,
juntamente com uma bicamada lipidica, envolvem o genoma viral, sendo que,
durante o ciclo de replicacdo do virus, a proteina do capsideo se reine com o RNA
viral na face citosolica da membrana do reticulo endoplasmatico. O capsideo
montado atravessa a membrana do reticulo endoplasmatico, adquirindo, assim, um
envelope que contém a principal glicoproteina do envelope, denominada proteina E,
e a proteina percursora de membrana, denominada prM. A particula passa por uma
etapa de secrecdo em que uma protease cliva a prM para a proteina M, em um
compartimento trans-Golgi (MODIS et al., 2003).

A proteina E, que participa da fusdo e da ligacdo ao receptor, € também
denominada proteina de fuséo viral da classe Il. A proteina E do Dengue virus
apresenta a forma dimérica tanto em solucdo quanto na superficie da membrana
viral. Ela apresenta trés dominios, sendo que um deles, o dominio I, apresenta uma

regido em sua extremidade com uma sequéncia hidrofébica que é altamente
conservada entre os Flavivirus (FIGURA 05) (MODIS et al., 2004).
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280 296

Figura 5 - Estrutura do dimero do Dengue virus na particula viral madura.

Fonte: MODIS et al., 2004

Nota: a) os trés dominios do dimero: o dominio | & representado pela cor vermelha, o dominioll pela
amarela e o dominio Ill pela azul. b) A conformacdo do dimero na particula viral madura. c)
Representacéo da superficie viral apresentando a simetria icosaédrica.

2.1.4 Ciclo de multiplicacdo do DENV

Apés a ligacdo do virus com o receptor, através da interacdo com o dominio
IIl da glicoproteina do envelope viral, ocorre a endocitose mediada pelo receptor e
reducdo do pH do endossomo. Essa mudanca de pH resulta em uma alteracdo na
conformacao da proteina E, o que promove a fusdo da membrana viral & membrana
do endossomo, com consequente liberacdo do capsideo de RNA viral no citoplasma
da célula hospedeira (SAMPATH; PADMANABHAN, 2009).

A traducdo do RNA gera uma poliproteina que € processada pela serina
protease (NS2B/NS3), codificada pelo virus, e por proteases codificadas pelo
hospedeiro, incluindo signalase e furina, para produzir as proteinas estruturais e as
nao-estruturais, sendo que estas iniciam a replicacdo do genoma viral. O RNA
recém-sintetizado é rodeado pela proteina C para formar o capsideo (RODENHUIS-
ZYBERT; WILSCHUT; SMIT, 2010; RICE, 1985; SAMPATH; PADMANABHAN,
2009).

As proteinas prM e E formam heterodimeros que sdo orientados para dentro
do lumen do reticulo endoplasmatico. Em seguida, os heterodimeros prM/E se
associam em trimeros, e essa interacao oligomeérica induz o brotamento da particula
viral. A prM é processada em proteina M madura por uma furina celular, apos a

secrecdo pelo compartimento de Golgi, sendo que esta etapa de maturacdo é
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necesséria para a producdo de uma particula infecciosa. O peptideo pr permanece
associado a particula viral até que esta seja liberada por exocitose para infectar
novas células (CLYDE et al.,, 2006; RODENHUIS-ZYBERT, WILSCHUT, SMIT,
2010).
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Figura 6 - Ciclo de Replicagdo do Dengue virus.

Fonte: Adaptado de SAMPATH, PADMANABHAN, 2009

Nota: Apos a infeccdo, a particula viral se liga ao receptor celular e ha endocitose mediada pelo
receptor. Ocorre a redugdo do pH do endossomo, 0 que promove a fusdo da membrana
viral & membrana do endossomo e liberagdo do RNA no citoplasma celular. Em seguida, as
proteinas virais sao traduzidas e o virus se replica. A montagem viral ocorre na membrana
do reticulo endoplasmatico (RE). Em seguida, a prM é clivada por uma furina e os virus
maduros sao liberados no citoplasma.

2.1.5 ManifestacOes da dengue

A infeccdo pelo DENV pode ser assintomatica ou apresentar diferentes

manifestagbes clinicas, inclusive a morte. Fatores relacionados tanto ao virus
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quanto ao hospedeiro determinam a gravidade da doencga. As manifestacdes clinicas
da doenca podem caracterizd-la como febre do dengue (FD), febre hemorragica do
dengue (FHD) e sindrome do choque do dengue (SCD). O periodo de incubacédo do
virus no hospedeiro humano é de 4 a 7 dias (podendo variar de 3 a 14 dias), sendo
que o virus geralmente ndo € detectado no sangue apdés um periodo de 5 dias
depois do aparecimento dos sintomas (RIGAU-PEREZ et al., 1998; WHITTEHEAD et
al., 2007; WHO, 2009).

A maioria das infec¢des, especialmente em criancas abaixo dos 15 anos, sao
assintomaticas ou minimamente sintomaticas. Estudos populacionais indicam uma
relagdo entre a severidade da doenga e as caracteristicas clinicas da FD com o
aumento na idade do paciente e com infeccdes repetidas (BURKE et al., 1988;
KUBERSKI et al., 1977; RIGAU-PEREZ et al., 1998). Lactentes e criancas jovens
normalmente apresentam uma doenca febril indiferenciada com uma erupcao
cutdanea maculopapular. Criancas mais velhas e adultos podem apresentar desde
uma doenca febril indiferenciada ou até a forma grave da doenca (RIGAU-PEREZ et
al., 1998).

A dengue € uma doenca muito incapacitante, porém apresenta diagndstico
favoravel. Tipicamente, a dengue se apresenta com um inicio subito de febre
acompanhada de dor de cabeca frontal, dor atras dos olhos, mialgias generalizadas
e artralgias, rubor na face, anorexia, dor abdominal e nauseas. O periodo febril da
dengue normalmente persiste por 5 a 7 dias, e pode levar o paciente a se sentir
cansado por mais alguns dias (GUZMAN; KOURI, 2001; RIGAU-PEREZ et al., 1998;
WHITEHEAD et al., 2007,).

Acredita-se que, apés a inoculacdo através da picada do mosquito, o virus
replica-se nas células dendriticas locais, com uma infeccdo subsequente sistémica
de macrofagos e linfécitos, seguida pela entrada do virus na corrente sanguinea
(WHITEHEAD et al., 2007). Um elevado titulo de viremia (entre 10° e 10° unidades
infecciosas por ml de sangue) ocorre durante o periodo febril, atingindo outros
orgaos do corpo, como por exemplo o figado (JESSIE et al., 2004).

A presenca de erupgao cutanea € muito comum nos casos de dengue, com
uma incidéncia em mais de 80% dos casos. A erup¢do € mais comumente
observada no tronco, na parte interior dos bracos e coxas e nas superficies
plantares e palmares. Nas infec¢des sintomaticas pelo DENV podem ser observadas

algumas alteragbes em exames laboratoriais, como leucopenia, trombocitopenia e
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elevacdo de transaminases. Espera-se uma recuperacgéo total dos pacientes com
FD, porém alguns casos de dengue sem manifestacfes de severas ja foram fatais
(SABIN, 1952; WHITEHEAD et al., 2007;).

Na FHD os pacientes infectados pelo DENV podem apresentar
extravasamento de plasma nos espacos intersticiais, trombocitopenia e
manifestacdes hemorragicas (KURANE, 2007). Tipicamente a FHD é ocasionada em
decorréncia de infec¢cdes secundarias com um DENV de sorotipo diferente da
infeccdo primaria (SMITH et al., 2014; WHITEHORN; SIMMONS, 2011;).

O periodo de incubacdo da FHD é similar ao da FD. A doenca se inicia com
febre, mal-estar, vémitos, dor de cabeca, anorexia e tosse. Uma rapida deterioracédo
clinica ocorre apos 2 a 5 dias. ApOGs este periodo, 0s pacientes apresentam
extremidades frias e Uumidas, irritabilidade, agitacdo, dores no estdbmago, podendo
evoluir para pulsacdo rapida e hipotensdo; a crise dura entre 24 e 36 horas
(GUBLER, 1998, SMITH et al., 2014)

As manifestaces hematoldgicas observadas na FHD incluem aumento no
hematdcrito, trombocitopenia, tempo de sangramento prolongado e aumento no
tempo de protrombina. A temperatura retorna ao normal quando ocorre
extravasamento capilar. A Organizacdo Mundial da Saude categoriza a FHD em
quatro graus, do menos severo (grau 1) ao mais severo (grau 4) (KURANE, 2007,
WHO, 2009).

A SCD é definida como uma FHD com sinais de insuficiéncia circulatoria,
incluindo a pressao de pulso estreito (<20 mm Hg), hipotensdo ou choque, e ocorre
quando um volume critico de plasma é perdido. Dentro da classificacdo da OMS, os
graus 3 e 4 de FHD s&o definidos como SCD (KURANE, 2007; RIGAU-PEREZ et al.,
1998; WHO, 2009). A viremia normalmente € 10 a 100 vezes maior na FHD e SCD
do que na FD (WHITEHEAD et al., 2007).

Os sinais de um choque iminente sdo intensos: dor abdominal prolongada;
vomitos persistentes; agitacdo ou letargia; e uma subita mudanca de febre a
hipotermia com sudorese e prostracdo. Com um choque prolongado, a hipoperfusao
do organismo resulta em comprometimento de O6rgdos, acidose metabolica e
coagulacéo intravascular disseminada. Isto, por sua vez, leva a uma hemorragia
grave causando o decréscimo do hematdcrito (RIGAU-PEREZ et al., 1998; WHO,

2009). Ao contrario da leucopenia normalmente relatada nesta fase da dengue, o
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namero total de células brancas pode aumentar em pacientes com sangramento
severo (MARTINEZ-TORRES et al., 2008)

O paciente pode se recuperar rapidamente ap0s reposi¢cdo sanguinea, mas o
choque pode reaparecer durante o periodo de permeabilidade capilar excessiva. A
prognose da SCD depende da prevencdo ou do reconhecimento antecipado e
tratamento do choque (RIGAU-PEREZ et al., 1998).

Em 2014, o Brasil comecou a adotar a nova classificacdo de casos de dengue
segundo Organizacdo Mundial de Saude. Atualmente os casos sao classificados
como dengue, dengue com sinais de alarme (DCSA) e dengue grave (DG), descritos
na tabela 1:

Tabela 1 - Classificacdo dos casos de Dengue, de acordo com a OMS (2009).
(Continua)

Tipos de Dengue e suas principais caracteristicas

Provéavel Dengue
Pessoa que viva ou tenha viajado nos ultimos 14 dias para area onde esteja ocorrendo
transmissao de dengue ou tenha a presenca de Aedes sp., que apresente febre, usualmente
entre 2 e 7 dias, e apresente duas ou mais das seguintes manifestacdes:

- Nausea, vomitos;

- Exantema;

- Mialgias, artralgia;

- Cefaleia, dor retroorbital;

- Petéquias ou prova do lago positiva;

-Leucopenia.
Dengue com Sinais de Alarme
E todo caso de dengue que, no periodo de fervescéncia da febre, apresenta um ou mais dos
seguintes sinais de alarme:

-Dor abdominal intensa e continua, ou dor a palpagédo do abdémen;

-Vomitos persistentes;

-Acumulacao de liquidos (ascites, derrame pleural, pericardico);

-Sangramento de mucosas;

-Letargia ou irritabilidade;

-Hipotenséo postural (lipotimia);

-Hepatomegalia maior do que 2 cm;

-Aumento progressivo do hematdcrito
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Tabela 1 - Classifica¢do dos casos de Dengue, de acordo com a OMS (2009).
(Conclusao)

Tipos de Dengue e suas principais caracteristicas

Dengue Grave

E todo caso de dengue que apresenta um ou mais dos seguintes resultados:
- Choque
- Extremidades frias;
- Pulso débil ou indetectavel, pressao diferencial convergente < 20 mm Hg;
- Hipotensé&o arterial;
- Acumulo de liquidos com insuficiéncia respiratoria;
-Sangramento grave, segundo a avaliagdo do médico;
-Comprometimento grave de érgaos, tais como: figado (AST ou ALT>1000), sistema

nervoso central (alteragdo da consciéncia) e coragao (miocardite).

Fonte: WHO, 2009

2.1.6 Imunopatogénese da dengue

Apesar dos grandes avancos nos ultimos anos para o entendimento da
biologia do DENV, ainda n&o existe um consenso sobre o desenvolvimento das
formas graves da doenca, parcialmente em decorréncia da falta de um modelo
animal que recrie com precisdo as consequéncias da infeccéo viral observada em
humanos (SIMMONS et al., 2012). Algumas das hipdteses postuladas sobre a
imunopatogénese da dengue incluem a teoria dos Anticorpos Potencializadores da
Infeccéo e a teoria da Reacgdo Cruzada de Células T de Memoria.

A teoria dos Anticorpos Potencializadores da Infec¢do afirma que em uma
infeccdo priméaria pelo DENV, além dos anticorpos neutralizantes também sao
produzidos anticorpos ndo neutralizantes. Em uma infeccdo secundéaria por um
sorotipo de DENV diferente da primaria, 0os anticorpos ndo neutralizantes se ligam
ao virus, formando entdo o complexo virus-anticorpo. Este complexo consegue se
ligar as células que possuem o receptor para imunoglobulina do tipo FCyRII
(mondécitos e macrofagos), por meio da por¢cao Fc das imunoglobulinas, aumentando

entdo a adsorcao viral nessas células. Em decorréncia deste fato, ocorreria um
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aumento da viremia e uma maior producdo de citocinas pré-inflamatorias
(HALSTEAD et al., 1970; BOONNAK et al., 2011).

As células T de memoria de reatividade cruzada também podem contribuir
para a imunopatologia da dengue por alterarem o perfil das citocinas durante uma
infeccdo secundéria. Esta teoria postula que tais células sdo menos eficientes na
eliminagdo de um virus de sorotipo diferente da infecgdo priméria. Assim, elas ndo
conseguem conter a replicacdo viral e produzem excesso de citocinas pro-
inflamatorias, favorecendo o desenvolvimento das formas mais graves da doenca
(DONG et al.,, 2007; MALAVIGE et al., 2012; MONGKOLSAPAYA et al., 2006).
Portanto, uma das consequéncias da infeccdo secundéaria pelo DENV e a ativagéo
de células T com reatividade cruzada é a alteracdo no nivel sérico tanto de citocinas
pré-inflamatérias, como o interferon gama (INF-y), o fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a), a interleucina 8 (IL-8) e a interleucina 1B (IL-1B), quanto de citocinas anti-
inflamatérias como a interleucina 6 (IL-6) e a interleucina 10 (IL-10) (STEPHENSON,
2005).

Citocinas proé-inflamatérias, tais como o TNF-a e o IFN-y encontram-se
particularmente elevadas na dengue grave e este fato tem sido associado com a
severidade da doenca (SOUNDRAVALLY et al., 2014). De acordo com Anderson e
colaboradores (1997), o fator de necrose tumoral alfa é a principal citocina ativadora
de células endoteliais envolvida na patogénese da dengue e pode estimular a
secrecdo de IL-1B8 e IL-6. Além de afetar as células epiteliais, o TNF-a também
participa de outras manifestacdes da FHD/SCD como trombocitopenia, hemorragia e
extravasamento do fluido do compartimento vascular, progredindo para o choque
hipovolémico (TRACEY et al., 1986). De acordo com Kittigul e colaboradores (2000)
0s niveis elevados de TNF-a nos pacientes com FD e com FHD sao um indicativo de
que a producdo de TNF-a esta ativada durante a infecgdo pelo DENV, e de que a
citocina estd diretamente relacionada com os mecanismos imunopatoldgicos da
FHD/SCD.

2.1.7 Prevencéo e tratamento
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Na auséncia de uma vacina efetiva e de um tratamento antiviral para a
dengue, a Unica estratégia para prevenir a doenca € através do controle dos
principais vetores, por meio de acdes como a reducdo dos criadouros artificiais das
larvas do mosquito, reducdo da quantidade de mosquitos adultos e evitando o
contato entre humanos e mosquitos (EISEN et al., 2009; ROHANI et al., 2011).

O método ideal para o controle da infestacdo € através da eliminacdo dos
locais onde os ovos poderiam ser depositados. Como as larvas sdo aquaticas, é
muito mais facil controlar a populacdo de mosquitos no estagio larval do que no
adulto. As politicas de saude publica tem utilizado varios métodos de controle do
mosquito, principalmente pelo uso de inseticidas como organoclorados e
organofosforados. No entanto, esta abordagem ainda ndo tem sido muito bem-
sucedida devido a fatores humanos, ambientais, econdmicos, técnicos e
operacionais (GHOSH et al., 2012).

Nos ultimos anos, 0 uso de muitos inseticidas em operac¢des de controle do
mosquito tem sido limitado devido ao alto custo de inseticidas sintéticos, a
preocupacdo com a sustentabilidade ambiental, sua natureza ndo biodegradavel, os
efeitos nocivos a salde humana e o aumento de taxas de resisténcia (AHBIRAMI et
al., 2014; GHOSH et al., 2012).

Como a dengue tem um amplo espectro de apresentacbes, muitas vezes
apresenta evolucéao clinica e resultados imprevisiveis. A reidratacdo intravenosa € a
terapia de escolha, sendo que esta intervencdo pode reduzir a letalidade para
menos de 1%. O grupo em progressao da doenca nao-grave para a grave é dificil de
ser definido, mas esta € uma preocupacado importante, uma vez que o tratamento
adequado pode prevenir o desenvolvimento de condi¢cdes clinicas mais graves
nestes pacientes (WHO, 2009).

2.2 EPIGENETICA

Apoés grandes avancos na area da genética, entre eles o sequenciamento
completo do genoma humano, as pesquisas cientificas focaram-se no estudo da
epigenética (BERNSTEIN; MEISSNER; LANDER, 2007). As modificagbes

epigenéticas sdo caracterizadas pela alteracdo na estrutura da cromatina que nao
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afetam a sequéncia dos nucleotideos. Estas alteracdes s@o herdaveis durante a
divisdo celular e podem ser reversiveis (BIRD, 2002; FEINBERG; TYCKO, 2004
MOMPARLER, 2003).

As alteracbes epigenéticas sdo descritas como um conjunto de processos
moleculares que podem ativar, inativar ou reduzir a atividade génica, sendo que as
alteracbes epigenéticas mais estudas atualmente sdo a metilagdo de citosinas no
DNA, a remodelacdo da estrutura da cromatina (em particular a acetilacdo ou
metilacdo das histonas) e a regulacdo da expressdo génica mediada por RNA’s ndo
codificantes (BERGER, 2007; FEINBERG; TYCKO, 2004).

2.2.1 Modulacédo epigenética: metilacdo do DNA

Uma das modificacBes epigenéticas mais estudadas atualmente é a metilacéao
do DNA (FIGURA 07). A metilacdo do DNA é um processo molecularmente descrito
como a adicdo do grupamento metil (CH3) no carbono 5" de citosinas, formando,
desta maneira, a 5 -metilcitosina (5-mC). O principal radical metil envolvido no
processo de metilagdo do DNA é proveniente de um doador universal denominado
de S-adenosilmetionina (SAM) e a reacdo € catalisada por uma DNA
metiltransferase (DNMT) (SZYF, 2014).

A transcricdo génica pode ser fortemente inibida pela adicdo de radical metil
nas citosinas, ja que a presenca deste radical em uma citosina que precede a uma
guanina pode inibir a ligacado de fatores de transcricdo a essas regides. As proteinas
ligadoras do dominio metil (MBP), ligam-se a dinucleotideos CpG localizados nas
regibes promotoras e impedem o acesso dos fatores de transcricdo aos seus sitios e
consequentemente na diminuicdo dos niveis de transcricdo génica (ATTWOOD et
al., 2002; OLIVEIRA et al., 2010).
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Figura 7 - Reacdo de metilacdo do DNA.
Fonte: Adaptado de SZYF, 2014.
Nota: As citosinas sdo metiladas por uma reagdo enzimatica catalisada por uma DNA-
metiltransferase (DNMT), que transfere o grupo metil do doador S-adenosilmetionina (SAM).

A SAM é entdo convertida a S-adenosil-homocisteina (SAH). A metilacdo de regides
promotoras dos genes pode silenciar a transcricdo (indicada pelas setas azuis).

Os doadores de radical metil sédo obtidos pela dieta e sdo principalmente a
metionina, o folato, a colina e a vitamina B12 (SZYF, 2007). Em vertebrados, a
metilacdo de DNA ocorre quase que exclusivamente em citosinas (C) seguidas de
guaninas (G), no chamado dinucleotideo CpG, e a maioria dos CpGs do genoma
estdo metilados (BERNSTEIN; MEISSNER; LANDER, 2007; BIRD, 2002).

Os dinucleotideos CpG aparecem esparsos pelos genomas eucariotos ou
agrupados em regides definidas como ilhas CpG. Essas ilhas sao frequentes em
regides promotoras de certos genes, incluindo genes de expressao constitutiva. As
ilhas CpG séo caracterizadas como regides do DNA com mais de 200 pares de
bases, contendo aproximadamente 50% de bases C e G e com uma presenca
esperada de aproximadamente 60% de dinucleotideos CpG (MORGAN et al., 2004).

A regulacdo epigenética permite uma modulacdo dindamica da expressao
génica por depositar marcas estaveis porém reversiveis no DNA e nas proteinas
associadas a ele, e garante uma transmissédo fiel dos padrdes de expressao
genética de cada célula filha ap6s a divisdo celular (memdria epigenética) (NILLER
et al.,, 2013). A regulacdo epigenética inclui as DNA metiltransferases (DNMTS),
responsaveis pela transferéncia do agrupamento metil de seu doador universal
(SAM) para a citosina. Existem quatro membros da familia de DNMTSs, sendo estas
as DNMT1, DNMT3A, DNMT3B e DNMT3L. A DNMT3L, diferente das outras DNMTs
nao possui nenhuma atividade enzimética inerente (JIM; ROBERTSON, 2013;
ROBERTSON, 2005).
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Atualmente sdo descritos dois diferentes processos de metilagdo dentro da
célula: a metilacdo de novo, que ocorre gquando citosinas anteriormente nao
metiladas tornam-se metiladas (DOERFLER et al., 1997); e a metilacdo de
manutencdo, que é responsavel pela copia dos padrbes de metilacdo do DNA
durante a divisao celular, tendo preferéncia por DNA hemimetilado. Assim, quando
uma nova sequéncia CpG é gerada pela replicagdo do DNA, um sitio hemimetilado é
formado se o CpG da fita parental estiver metilado, servindo como substrato para a
DNMT (NILLER, 2013; RAZIN; RIGGS 1980).

Dessa forma, a metilacdo de novo esta relacionada com o estabelecimento de
padrées de metilacdo de DNA. As DNMTs de novo (DNMT3a e DNMT3b em
humanos) atuam preferencialmente em fitas completamente desmetiladas (NILLER,
2013; OKANO et al.,, 1999). JA a DNMT1 é a principal ativadora enzimatica
responsavel pela metilacdo de manutencdo do DNA em humanos. Apds a replicacao
do DNA, a fita recém-sintetizada esta desmetilada. Assim, rapidamente a DNMT1
verifica 0 DNA e deposita o grupamento metil na nova fita, em oposicdo aos grupos
metil presentes na fita antiga, restaurando o padrdo de metilacdo nas células-filhas
(ISSA, 2004; JIM; ROBERTSON, 2013; NILLER, 2013). Os processos de metilacao

de novo e de manutencao estdo descritos na Figura 08.
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Figura 8 - Metilacdo de novo e de manutencdo do DNA.

Fonte: ISSA, 2004.

Nota: Durante a embriogénese, o DNA €, em grande parte, desprovido de metilagdo (canto superior
esquerdo). Inicia-se, entdo, a metilacdo de novo (circulos vermelhos), mediada pela DNMT3a e
DNMT3b; a ligacdo de proteinas ligadoras do radical metil desencadeiam uma cascata de
silenciamento. Apos a replicagdo, o DNA recém-sintetizado (em verde) é desmetilado. No
entanto, rapidamente a DNMT1 rastreia o DNA ndo metilado e deposita o grupo metil na nova
fita, do lado oposto ao metil da fita antiga. Isso resulta na reproducéo fiel dos padrbes de
metilagao.

2.2.2 Modulacéao epigenética: desmetilacdo do DNA

A metilacdo da citosina € um processo reversivel, sendo oposta pelas vias de
desmetilacdo. A desmetilacdo é sujeita a regulacdo celular, aumentando a
probabilidade de que varios tipos de efetores estdo envolvidos em diferentes
momentos do processo (FRANCHINI et al., 2012).

A remoc¢do do agrupamento metil pode ocorrer por mecanismos ativos ou
passivos. Na demetilacdo ativa ocorre uma perda da metilagdo por via enziméatica na
auséncia de replicacdo do DNA. O grau de desmetilacdo ativa € variavel, podendo

ser global (isto €, em todo o genoma) ou gene-especifica, possivelmente até mesmo
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em apenas uma Unica citosina (FRANCHINI et al., 2012). Existem diversos fatores
envolvidos na desmetilacdo ativa como a Timina DNA Glicosilase (TDG), a Proteina
Ligadora do Dominio Metil-CpG (MBD4), a Citidina Desaminase Induzida por
Ativacao (AICDA), as desmetilases TET (ten-eleven translocation) e a DNMT1, que
em condicdes especificas pode atuar na desmetilacdo de citosinas. Ja a demetilacédo
passiva pode ocorrer quando a metilagdo de manutencéo € suprimida no decorrer da
replicacdo do DNA ou quando a metiltransferase é impedida de interagir com seu
substrato durante a divisdo celular (HUANG; RAO, 2012; NILLER et al.,, 2013;
RAZIN; RIGGS, 1980).

As proteinas que interagem diretamente na desmetilacdo podem ser divididas
naquelas que sdo diretamente mutagénicas [desmetilacdo induzida pela leséo
(TLD)] e aquelas que sao ndo mutagénicas ou indiretamente mutagénicas
[desmetilacdo induzida por modificagdo (TMD)] (FIGURA 09).

; eV — SmCRG TET
. DG P - sicse "
a'-'“ 1\ // (5mC - 5hmC - 5fC/5CaC)
.l' MEBDa » E
II . TET
—— =t (5mC - 5hm()
\ AP AID )
. Ll - (C-U \ pNMTT inibidor
\ L h

Figura 9 - Maquinaria da desmetilacdo ativa do DNA.

Fonte: FRANCHINI et al., 2012.

Nota: Proteinas (verde) e vias (laranja) que agem préximas ou na 5mCpG. Algumas proteinas sao
classificadas como TDL (desmetilacdo induzida pela leséo), e outras como TMD (desmetilagédo
induzida por modificacdo). As proteinas TDL incluem TDG, MBD4 e AID, enquanto as TDM
incluem as proteinas da familia TET.

O primeiro grupo (TDL) inclui as proteinas que sao capazes de induzir
desmetilacdo no DNA mediante a introducdo de uma lesdo na 5mC ou préximo a
ela; o grupo TDL inclui a TDG e a MBD4, que geram um sitio abasico, bem como as
desaminases de DNA, como a AICDA, que produzem uma incompatibilidade T: G ou
U: G. Estas vias requerem uma ativacao eficiente e direta da maquina de reparo de
DNA, através do reparo por excisao de bases (REB) ou da correcao de erros (MMR).
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Ja a segunda categoria (TMD), da qual fazem parte as enzimas da familia TET,
envolve proteinas capazes de modificar diretamente a 5mC (FRANCHINI et al.,
2012).

A familia de TET desoxigenases (TET1, TET2 e TET 3) converte a 5-
metilcitosina (5mC) em 5-hidroximetilcitosina (5hmC), 5-formilcitosina (5fmC) e 5-
carboxilcitosina (5caC). Apds a geracao desta base "anormal”, ela é retirada atraves
das vias de reparo do DNA por excisédo de base, exercido pela TDG (FRANCHINI et
al., 2012; GOUVEIA, 2007; HUANG; RAO, 2012; NILLER et al., 2013). ATDG é uma
enzima que, além de remover a 5caC, elimina as bases timina e uracila pareadas
erroneamente com a guanina, através de hidrélise da sua ligacdo N-glicosidica.
Estes nucleotideos com erros de pareamento geralmente ocorrem pela
desaminacéo hidrolitica da 5-metilcitosina, que forma timina (WATERS; SWANN,
1998) (FIGURA 10).

NH,
CH NH,
)\ REB ~,
Desaminagao Ao AU
Hidrolitica TDG a
5- metilcitosina YR
5-carboxilcitosina Citosina

NH,
{(‘\ _AICDA | b~ REB S
I N
Av.) Desaminagdo H)\° MBD4/TDG l NAO

5- metilcitosina Timina Citosina

Figura 10 - Exemplos de desmetilacdo ativa do DNA.

Fonte: Adaptado de KUMAR et al., 2014.

Nota: A familia de enzimas TET desoxigenases converte a 5mC em 5caC, que pode ser removida por
Reparo por Exciséo de Bases (REB) pela TDG. A 5mC pode ser convertida em timina através
do processo de desaminacdo catalisado pela AICDA. Em seguida, a timina é removida por
REB pela TDG ou MBDA4.

2.2.3 Interagdes epigenéticas entre virus e hospedeiro
Os virus co-evoluiram com seus hospedeiros, o que lhes deu a capacidade de
ajustar e explorar o sistema do organismo parasitado para conseguirem se propagar.

Os virus desenvolveram inUmeras estratégias para evadirem da resposta imune do
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hospedeiro, entre elas, a regulacdo epigenética de determinados genes do seu
sistema imunolégico (ADHYA; BASU, 2010). O Virus da Imunodeficiéncia Humana
(HIV), por exemplo, foi o primeiro patdgeno humano associado com a introducao de
alteracdes epigenéticas no hospedeiro (MIKOVITS et al, 1998; NILLER et al., 2013).
Mikdvits e colaboradores (1998), observaram que células TCD4 infectadas in vitro
pelo HIV, apresentaram aumento na expressdo da DNA metiltransferase 1, além da
elevacdo do nivel de metilacdo da regido promotora do gene do IFN-y.

Niller e colaboradores (2013) demonstram em seu trabalho que muitos micro-
organismos sdo capazes de desregular os mecanismos epigenéticos da célula
hospedeira, desencadeando, assim, mudancas patolégicas no hospedeiro. Além dos
virus, uma grande variedade de bactérias como Listeria monocytogenes,
Streptococcus pneumoniae, Clostridium perfringens, Aeromonas hydrophila,
Porphyromonas gingivalis, Shigella flexneri, Anaplasma phagocytophilum,
Mycobacterium tuberculosis, Chlamydia trachomatis, Chlamydia pneumoniae,
Campylobacter rectus, Escherichia coli Uropatogénica (UPEC) e Helicobacter pylori
ja foram descritas como capazes de interferir na maquinaria epigenética da célula
hospedeira (NILLER et al., 2013).

Atualmente existem inumeros estudos que relacionam epigenética e cancer.
As principais classes de agentes causadores de cancer, incluindo bactérias, como a
Helicobacter pylori, produtos quimicos cancerigenos, hormdnios, metais, virus e
radiacdo, suscitam alteracdes epigenéticas. Em relagcdo aos virus tumorais
humanos, estudos iniciais focaram principalmente para as interacbes das
oncoproteinas virais com proteinas envolvidas no controle da proliferagcdo celular e
da apoptose (NILLER, 2013). Estudos recentes demonstraram que as oncoproteinas
virais, além das suas interacfes bem caracterizados com as vias de sinalizacéo
celular, podem afetar os sistemas de regulacdo epigenética de células infectadas e
alterar (geralmente silenciar) a expressédo de genes celulares e conjuntos de genes
(MINAROVITS, 2009).

Retrovirus e varios virus de DNA séo capazes de integrar o seu genoma viral
ao genoma do hospedeiro. Uma vez no interior do genoma do hospedeiro, a
expressdo do gene viral pode ser regulada, jA que o hospedeiro ndo consegue
diferenciar o que é proprio do que € nao-préprio. Os virus de DNA utilizam nao
apenas os fatores de transcricdo do hospedeiro, mas também reguladores

epigenéticos. Dessa forma, através do controle epigenético da expressao génica,
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tais virus sdo capazes de silenciar a resposta imune do hospedeiro (ADHYA; BASU,
2010).

O virus da hepatite B (HBV), causador de hepatocarcinoma celular, € um
exemplo de virus que interage com a epigenética do hospedeiro. A proteina X do
virus (HBX), pode regular epigeneticamente a inativagdo da proteina supressora de
tumor Rb, através da diminuicdo da acdo da proteina pl6INK4a, envolvida com a
senescéncia celular. Essa repressdo € uma das principais causas de cancer e de
evasao imune do HBV (KIM et al., 2010). O Virus da Hepatite C (HCV) também
induz alteracdes epigenéticas do hospedeiro. O HCV consegue reprimir a expressao
da E-Caderina (uma das principais moléculas de adesé&o celular, sendo considerada
uma potente supressora tumoral) ao aumentar a expressdao de DNMT1 e DNMT3b, o
que leva a hipermetilacdo e inativacdo do promotor da E-Caderina (ARORA et al.,
2008).

QI e colaboradores apresentam dados que sugerem que o DENV também
influencia a epigenética do hospedeiro. Os autores afirmam que apoés a infecgéo
pelo DENV ocorre uma secrecao excessiva de citocinas e mediadores inflamatorios
devido, em parte, a atividade de microRNAs (miRNAs) que se ligam aos RNA’s
mensageiros correspondentes e assim regulam a resposta inflamatéria. miRNAs
especificos sdo capazes de afetar a expressao de certos reguladores epigenéticos,
como DNMTs e histonas desacetilases, o0 que afetaria a expressao génica (QIl et al.,
2013).

Assim, tendo em vista a variedade de alteracées observadas em pacientes
infectados com DENYV, tais como secrecao de citocinas e carga viral, € possivel que,
as modificacBes epigenéticas possam ter grande influéncia sobre o fendtipo do
paciente e o desfecho clinico observado. As evidéncias recentes sugerem que 0
DENV e outros virus influenciam os mecanismos epigenéticos, porém ainda séo
necessarios muitos estudos para determinar a influéncia do DENV na maquinaria
epigenética do hospedeiro. Sendo assim, este trabalho visa analisar o perfil global
de metilacdo no DNA de pacientes infectados com DENV e nao infectados pelo
virus, através de um teste imunoenzimatico que quantifica o percentual relativo de

metilacdo global em amostras de DNA.
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3 OBJETIVOS

Serdo apresentados o objetivo principal e os objetivos especificos deste

trabalho.

3.1 OBJETIVO GERAL

Analisar o perfil global de metilacdo do DNA e do promotor do fator de

necrose tumoral e interferon gama em pacientes infectados pelo Dengue virus

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar o percentual relativo de metilacdo global em amostras de DNA
obtidas de pacientes com dengue;
b) Verificar o padrdo de metilacdo em regides do promotor dos genes TNF-a

e IFN-y em amostras de DNA obtidas de pacientes com dengue.
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4 MATERIAIS E METODOS

Nesta secdo sera descrita a metodologia empregada no desenvolvimento da

pesquisa.

4.1 AMOSTRAS

As amostras utilizadas neste estudo foram coletadas nas cidades de
Divindpolis e Alfenas, Minas Gerais. A coleta do sangue foi realizada apés a
assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) pelos participantes
ou responsaveis. Apdés 0 consentimento do paciente ou responsavel, 5 mL de
sangue venoso foram coletados em tubos com EDTA para extragdo do DNA das
células sanguineas e 3 mL coletados em tubos com ativador de coagulo, para
obtencao do soro.

As amostras que apresentavam sorologia positiva para dengue ou foram
positivas na deteccdo do genoma do DENV por biologia molecular foram
consideradas como amostras derivadas de pacientes infectadas pelo DENV. A
caracterizacdo soroldgica das amostras foi feita através do teste
imunocromatogréfico, utilizando Kit Panbio® Dengue Duo Cassette (ALERE,
Australia) conforme instrugfes do fabricante.

O processo de obtencdo das amostras foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal de Sdo Jodo del Rei (012/2010) e da
Universidade Federal de Alfenas (08410912.90000.5142) (ANEXO A).

4.2 OBTENCAO DO DNA GENOMICO

O DNA gendmico dos pacientes foi extraido do sangue total utilizando o Kit
Wizard Genomic DNA Purification® (PROMEGA, EUA), de acordo com as

orientacdes do fabricante. O DNA extraido foi quantificado por espectrofotometria
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através do aparelho NanoDrop 2000/2000c (THERMO SCIENTIFIC, EUA), em um
comprimento de onda de 260 nandémetros (nm). Neste estudo foram somente
utilizadas as amostras consideradas puras, avaliadas de acordo com as informacdes
obtidas através do nanoespectrofotdmetro, ou seja, foram utilizadas somente as
amostras que apresentavam uma boa relacdo 260/280 (acima ou igual a 1,80) e
uma boa relacdo 260/230 (acima de 2,00).

4.3.TESTE IMUNOENZIMATICO PARA QUANTIFICACAO RELATIVA DO
PERCENTUAL DE METILACAO GLOBAL EM AMOSTRAS DE DNA
(MethELISA)

As amostras de DNA utilizadas no MethELISA foram obtidas de pacientes que
apresentavam a forma assintomatica da dengue (n= 19), ou apresentavam a forma
sintomatica (n=19), além de 25 pacientes nao infectados pelo DENV.

A técnica que quantifica o perfil global de metilagdo em amostras de DNA
descrita neste trabalho foi baseada no ensaio desenvolvido por Kremer e
colaboradores (2012), entretanto, foram realizadas algumas modificacdes. Para a
padronizacdo do MethELISA foram testados trés tipos de tampéo para favorecer a
adsorcdo do DNA na placa: Tampao Salina Tris (TBS: Tris 50 mM e NaCl 150 mM,
pH 7,5); Tampéo Fosfato Salino (PBS: NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, NazHPQO4.2H20
9,1 mM, KH2PO4 1,8 mM, pH7,4); e Tampao Carbonato/Bicarbonato (0,05M; pH 9,6).
Para a escolha do melhor tampé&o de adsorcao foi calculada a relacéo entre a média
do controle positivo e o cut-off das densidades Opticas obtidas em cada tampao.

Também foram testadas trés diferentes diluicbes de anticorpo primario anti-5
metilcitosina (anti-5 mC; ABCAN, EUA), sendo elas: 1/500, 1/1000 e 1/2000.

Em cada ensaio para avaliacdo do perfil global de metilacdo no DNA, foram
utilizados controles positivos (DNA metilado) e negativos (DNA n&o metilado). Para o
controle positivo de metilacdo foi utilizada uma amostra de genoma completo de
DNA humano artificialmente metilado através do uso da enzima CpG Methyltraferase
M.Sssl (New England BioLabs®, EUA), de acordo com as instrucdes do fabricante.
Como controle negativo foi utilizado um DNA resultante de amplificagcdo por PCR do

gene SMAD-9, sendo que o fragmento possui 139 pb e apresenta seis
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dinucleotideos CpG, de acordo com a ferramenta MethPrimer (LI; DAHIYA, 2002). A
Figura 11 é um esquema do fragmento amplificado, delimitado pelos
oligonucleotideos F1 (5’ATTTTGGAAGTTAAGGTAGGTGGAT 3) e R1
(5"CAAATAACTAAAACTACAAACACCC 37, em que podem ser visualizados os

dinucleotideos CpG (destacados em amarelo).

ARG AT AT CA DA T O G A GA T GA DA T TE LT AACA A G T CAR A LD CETC T TACTAA A A ATACAA B8 A A TTAGCDEEECETEETTECEEETEOITETAGTCCCAGCTACT TGRS
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Figura 11 - Representacdo do fragmento de 139 pb do gene SMAD-9 utilizado como controle
negativo do MethElisa.
Fonte: Adaptado dos resultados obtidos a partir da ferramenta MethPrimer (LI; DAHIYA, 2002).
Nota: A regido foi selecionada por apresentar seis dinucleotideos CpGs, de acordo com a ferramenta
MethPrimer (destacados em amarelo).

As amostras de DNA testadas foram diluidas no tampao de adsorcdo em uma
concentragédo de 0,5 ng/pl em um volume final de 100,0 pL, totalizando 50 ng por
poco. Antes da adsorcdo na placa, as amostras foram aquecidas a 95°C por 10
minutos em um termociclador para ocorrer a desnaturacdo das fitas de DNA e, em
seguida, mantidas em gelo por mais 5 minutos. Apés esta etapa, foram adicionados
100,0 ul do DNA diluido no tampéo de adsor¢cao em cada poco de uma placa Nunc
MaxiSorp® (eBIOSCIENCE, EUA) de 96 pocos. A placa foi entdo incubada a 4° C
durante 16-24 horas. Apés este tempo, a placa foi lavada trés vezes com 200 pl de
PBS/Tween-0,05% em cada po¢o. Em seguida, foram adicionados, 200,0 ul de leite
em po6 desnatado diluido a 5% em PBS/Tween-0,05% em cada pocgo, e a placa foi
incubada por duas horas a 37° C para ocorrer o bloqueio de sitios inespecificos.

A placa foi entdo lavada novamente trés vezes com 200,0 ul de PBS/Tween-
0,05% em cada poc¢o e seguiu-se com a adicdo do anticorpo primario anti-smC na
concentracédo desejada. A placa ficou incubada por mais 01 hora a 37°C. Lavou-se
novamente a placa trés vezes com 200,0 ul de PBS/Tween-0,05% em cada poco e
adicionou-se o0 anticorpo secundario anti-lgG murino conjugado com a peroxidase
(SIGMA-ALDRICH, EUA) diluido 1:2000, e incubou-se a placa a 37° C por 1 hora.
Apos uma nova lavagem da placa (trés vezes com 200 pl de PBS/Tween-0,05% em
cada poco), foi adicionado o substrato O-fenilenodiamina (OPD) diluido em Tampéao
Citrato (Acido citrico 0,1 M, Fosfato de Sodio 0,1 M; pH 4,5). A reacéo foi parada
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com uma solugéo de Acido Sulfirico (H2SOa4: 0,05 M) e a leitura da densidade 6ptica
das amostras foi realizada a 492 nm.

Para céalculo da porcentagem global de metilacdo do DNA, foi necesséria a
construcdo de uma curva padréo relativa onde cada ponto da curva consiste na
leitura de densidade Optica de uma amostra com diferentes porcentagens de
metilacdo. Para tal, foram utilizados os controles positivo e negativo de metilagao
(DNA metilado artificialmente e o produto de PCR, respectivamente) em diferentes

propor¢cdes, como pode ser observado na tabela a seguir:

Tabela 2 - Construcdo da curva de porcentagem de metilacdo. CP:
Controle Positivo, CN: Controle Negativo

% DE METILACAO VOLUME DE DNA POR POCO (50nQ)

100 100 ul de CP

90 90 pl de CP e 10 pl de CN
75 75 ul de CP e 25 ul de CN
50 50 ul de CP e 50 ul de CN
25 25ulde CP e 75 ulde CN
10 10 pl de CP e 90 ul de CN
0 100 pl de CN

Fonte: Do autor

4.4 ANALISE DA METILACAO NOS PROMOTORES DAS CITOCINAS TNF-a e
IFN-y.

Também foi realizada a analise do padrdao do metilacdo de duas citocinas
envolvidas na imunopatogénese da dengue, o TNF-a e o IFN-y, através da Reacéao

em Cadeia da Polimerase Metilagdo-Especifica (MSP).

4.4.1 Conversao de DNA com bissulfito de sédio

Para a realizagdo do MSP é necessario que o DNA seja primeiramente
tratado com bissulfito de sédio (Frommer et al., 1992). Este protocolo esta baseado
na desnaturacdo do DNA pelo hidroxido de sédio (NaOH) e incubacédo deste com

bissulfito de sodio e hidroquinona. Assim, as citosinas ndo metiladas sao convertidas
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em uracilas, enquanto que as citosinas metiladas permanecem como citosinas
(FIGURA 12). Neste estudo foi utilizado o kit EZ DNA Methylation-Gold™ (ZYMO
Research Corp., USA) para a conversdao do DNA com bissulfito de sédio, seguindo

as orientacdes do fabricante.

NH, O
i’ | Bissulfito HN |

i N

@) ll\l o) [|\|
R R
Citosina Uracila
NH, INH,

NZ Bissulfito N“
A - A
@) II\J @) II\J
R R
5-mC 5-mC

Figura 12 - Conversao do DNA com Bissulfito de Sddio.

Fonte: Adaptado de Huang et al, 2012.

Nota: Apés o tratamento, citosinas ndo metiladas s&o convertidas em
uracila e citosinas metiladas (5-mC) permanecem como
citosinas.

4.4.2 Reacdo em cadeia da Polimerase Metilacdo-Especifica (MSP)

O MSP foi realizado para avaliar o padrdo de metilagdo da regido promotora
dos genes de TNF-a e IFN-y, baseado nas alteragdes produzidas apés o tratamento
do DNA com bissulfito de sédio. A técnica do MSP, primeiramente descrita por
Herman e colaboradores (1996), consiste em um método simples e rapido, além de
ser sensivel e especifico para qualquer dinucleotideo CpG. O MSP € baseado na
utilizacdo de dois pares de primers que amplificardo separadamente a regido de
interesse: um que se liga especificamente a sequéncia metilada, e outro que se liga
apenas a sequéncia ndo metilada, modificada pelo tratamento com o bissulfito de
s6dio (HERNANDEZ et al, 2013) (FIGURA 13).
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Possiveis resultados da Eletroforese

Hivel de Mivel de Mivel de

Metilacao Metilacao Metilacso
100356 0. 1% a 99.9% oS
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Figura 13 - Principio da Reacdo em Cadeia da Polimerase Metilacdo-Especifica (MSP).

Fontes: ZHANG et al, 2009; HERNANDEZ et al, 2013.

Nota: (A) Apos o tratamento do DNA com bissulfito de sodio as citosinas ndo metilas séo convertidas
em uracila, e as citosinas metiladas permanecem como citosinas. Primers especificos
conseguem amplificar apenas regides metiladas (M) ou ndo metiladas (NM). (B) Diagrama dos
possiveis resultados de um MSP apés a corrida eletroforética.

A reacdo de MSP para TNF-a e IFN-y foi realizada de acordo com as
condicbes ja descritas na literatura (CORDERO et al., 2011; MA et al.,, 2014)
(APENDICE A). As sequéncias dos primers, a localizacdo dos sitios CpGs, as
temperaturas de anelamento e o tamanho do fragmento esperado estdo descritos na
tabela 3:
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Tabela 3 - Localizagdo dos sitios CpGs, sequéncias dos primers, temperaturas de anelamento e
tamanho dos produtos do MSP.

Gene  Sitio Sequéncia Temp.  Tamanho
CpG de anel. do fragm.
TNF-0 -245 5 TTAGAAGATTTTTTTCGGAATC 3'MS 57°C 120 pb
-239 5 TATCTCGATTTCTTCTCCATCG 3" MR
5 GGTTTAGAAGATTTTTTTTGGAATT 3" NMS 57°C 120 pb
5> TCTATCTCAATTTCTTCTCCATCAC 3 NMR
IFN-y -295 5" AAGAGTTAATATTTTATTAGGGCGA 3" MS 52°C 156 pb
-143 5 TAAACTCCTTAAATCCTTTAACGAT 3" MR
5 TGAAGAGTTAATATTTTATTAGGGTGA 3" NMS  52°C 154 pb

5 TAAACTCCTTAAATCCTTTAACAAT 3 NMR

Fonte: Do autor
Nota: MS: primer metilado senso; MR: primer metilado reverso; NMS: primer ndo metilado senso;
NMR: primer ndo metilado reverso

Para o MSP fora utilizadas 40 amostras de DNA pacientes infectados pelo
DENV e 14 amostras de pacientes néo infectados (grupo controle). Como controle
positivo de amplificacdo pelo primer metilado foi utilizada a amostra metilada
artificialmente descrita no item 4.3 e como controle positivo de amplificacdo pelo
primer ndo metilado foi utilizada uma amostra ndo metilada. Foram realizadas duas
reacoes independentes de cada amostra para 0 mesmo gene e as duplicatas cujos
resultados foram divergentes entre si foram reportadas como indeterminadas e
excluidas da andlise. Para a analise dos resultados do MSP estabeleceu-se que a
amplificacdo apenas para primers ndo metilados foi interpretada como néo
metilacdo. As amplificagcbes apenas para primers metilados ou para ambos
(metilados e nédo metilados) foram consideradas como metilagao.

Apos a realizacdo do MSP foi feita a eletroforese em gel de agarose 1,5%. Os
produtos da amplificacdo foram corados com com GelRed (Uniscience, EUA) e
visualizados por fotodocumentacdo através de um transluminador de luz ultra-

violeta.

4.5 ANALISES DOS RESULTADOS



49

As analises estatisticas dos resultados obtidos foram realizadas pelo software
GraphPadPrism® 4.0. Os resultados do MethELISA foram avaliados através da
analise multivariada de Kruskal-Wallis, seguido de um pds-teste de Dunn. Para os
resultados do MSP foi utilizado o Teste Exato de Fisher. O nivel minimo de

significancia aceito foi de 5% (p <0,05) em ambos os casos.

4.6 META-ANALISE DA EXPRESSAO DE GENES RELACIONADOS AO
PROCESSO DE METILACAO E DEMETILACAO DE CITOSINAS EM
MICROARRANJOS DE DNA

Para estudar a expresséo dos genes relacionados ao processo de metilagéo e
desmetilacdo do DNA em amostras de sangue de pacientes com dengue, foi obtido
uma planilha de dados (datasets) do site Gene Expression Omnibus (GEO)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/). Esta planilha (GEO# GDS5093) foi escolhida por
apresentarem dados de expressao génica obtidas de amostras de sangue total de a
individuos controles (ndo infectados; n=9), pacientes com FD (n= 18) e com FHD
(n=10) . A planilha foi acessada e obtida os valores normalizados de expresséo de
genes envolvidos na metilacdo (DNMT1, DNMT3A, DNMT3B, DNMT3L, DMAP1) e
desmetilacdo de dinucleotideos CpG (TDG, MBD4 e AICDA).

Para realizar a meta-analise da expressdo dos genes selecionados, os dados
de expressao obtidos para cada gene e amostra foram organizados em planilha
excel, convertidos posteriormente em arquivo do tipo txt tabulados e utilizados para
andlise no pacote de ferramentas para analises de dados pelo software Array Mining
(http://www.arraymining.net/). A expressao génica dos genes citados anteriormente
foi realizada pela ferramenta "Gene Selection" utilizando o método "Ensemble”
implantando nesta ferramenta. A determinacdo da correlacdo entre a expressao do
gene e a infeccdo por dengue foi realizada através do célculo de Correlacdo de
Pearson. Os resultados desta analise foram representados por graficos de box-plots

e mapas de aquecimento (HeatMaps).
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5 RESULTADOS

Serdo apresentados os resultados obtidos apés o desenvolvimento da

pesquisa.

5.1 PADRONIZACAO DO MethELISA

Como descrito anteriormente, para a padronizacdo do teste foram utilizados
trés diferentes tampdes de adsorcdo: TBS, PBS e tampdo Carbonato/Bicarbonato.
Como pode ser observado na Figura 14, o tamp&o que apresentou melhores
resultados foi o tampéo carbonato/bicarbonato, pois a densidade otica (D.O.) do

controle positivo foi maior do que a D.O. observada nos outros dois tampdes

utilizados.
Diluicdes do Ac
9 5 1/500 1/1000 1/2000
"1 | | | | :
_ 2.04 _, TBS
= 17 &3 PBS
& ",i 7 Ca/Bic
= |7 2 m
o "1 B |7 1%
a 217 1% 17
12 17 1%
u u_ g EE é i E FE ﬁ -1 ro III r; ﬁ #
CP CN CP CN CP CN

Figura 14 - Padroniza¢do do MethElisa.

Fonte: Do autor.

Nota: Podem ser observados os resultados apresentados pelo uso de trés diferentes tampdes de
adsorcdo (TBS, PBS e Carbonato/Bicarbonato), sendo que o tampéo Carbonato/Bicarbonato
apresentou os melhores resultados. Também foram testadas trés diferentes diluigbes do
anticorpo primario anti 5-mC (1/500, 1/1000 e 1/2000). CP: controle positivo, CN: controle
negativo
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Na Figura 14 verifica-se também os resultados apresentados pelas diferentes
diluicdes de anticorpo primario (anti-5mC), ou seja, 1/500, 1/1000 e 1/2000. Os
resultados foram bastantes similares em relacdo ao valor obtido de D.O. entre as
diferentes diluicbes usadas e para uma melhor analise, foi feito o calculo da relagéo
entre o valor da média da densidade Optica dos controles positivos e o cut-off dos
resultados (FIGURA 15). Para o calculo do cut-off somou-se a média dos controles
negativos com o dobro do desvio padrao destas amostras. A diluicdo 1/500 foi a que
apresentou a maior relacdo, cujo valor foi da média do controle positivo foi 34,1
vezes maior que o cut-off. A diluicdo 1/2000 apresentou resultados similares, com
uma relagcdo de 31,9, seguida pela diluicdo 1/1000, cuja relacdo foi de 31,7.
Portanto, como as rela¢cdes foram muito préximas, optou-se por utilizar a diluicdo do

anticorpo primario de 1/2000.

35+

30+

25+

20- B3 1/500
E3 1/1000
15+ B 1/2000

10-

Controle Positivofcut-off

TBS PEBES CalBic

Figura 15 - Relag&o entre a média dos valores de D.O. obtidos do controle positivo e o
cut-off para as diferentes diluicdes de anticorpo primario e tampdes de
adsorcao.

Fonte: Do autor

Para a avaliagdo do perfil global de metilagdo das amostras de DNA foi
construido o grafico que relaciona a densidade Optica com a porcentagem de
metilagéo, de acordo com a curva descrita no item 4.3 (FIGURA 16).
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Figura 16 - Constru¢do da Curva-Padréo para a analise do perfil de metilagédo das
amostras de DNA.
Fonte: Do autor

5.2 ANALISE DO PERFIL GLOBAL DE METILACAO DE PACIENTES COM
DENGUE.

Apdés a padronizacdo da técnica foram testadas as amostras de pacientes
com dengue. Foram testadas amostras de pacientes ndo infectados e os pacientes
infectados pelo DENV, independentemente da presenca ou auséncia de sintomas.
Como pode ser observado na Figura 17, existe uma diminuigdo do perfil global de
metilacdo apds a infeccdo pelo DENV, ja que houve diferenca estatisticamente
significativa entre a porcentagem de metilagdo dos dois grupos (p< 0,05). A analise
da média da porcentagem de metilacdo dos grupos estudados mostrou que 0s
pacientes de grupo controle apresentaram 78,5%+14,8 de metilacdo do DNA,
enquanto os infectados apresentaram uma média de 71,2%+14,4 de metilacdo do
DNA.
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Figura 17 - Porcentagem global de metilacdo de pacientes
ndo infectados (NI) e de pacientes infectados
pelo DENV (INFEC).

Fonte: Do autor

Nota: *: p< 0,05.

Também foi feita uma andlise comparativa entre 0s pacientes que
apresentaram os sintomas tipicos da doenca (n= 19), de pacientes assintomaticos
(n=19) e de individuos nao infectados (n= 25) (FIGURA 18).
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Figura 18 - Porcentagem global de metilacdo dos pacientes ndo
infectados pelo DENV e de pacientes infectados que
apresentaram (Sint.) ou ndo os sintomas da doenca
(Assint).

Fonte: Do autor

Nota: *: p< 0,05; **:p< 0,01.
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As amostras de DNA dos pacientes ndo infectados (NI) pelo DENV
(78,5%+14,8) e dos pacientes infectados que nao apresentaram os sintomas da
doenca exibiram uma maior porcentagem de metilacao (75,5%+12,7) em relacéo aos
pacientes infectados pelo DV que apresentaram o0s sintomas da dengue
(61,7%+14,1) (p< 0,05). O teste estatistico revelou uma diferenca significativa no
perfil global de metilagdo entre os pacientes NI e os sintométicos (p< 0,01), e entre
0s assintomaticos e os sintomaticos (p< 0,05), como pode ser observado no Figura
18.

5.3 ANALISE DA REGIAO PROMOTORA DOS GENES TNF-a e IFN-y PELA
TECNICA DO MSP.

ApoOs a andlise dos resultados do MSP, foi observado que existe uma
associacao entre a infeccéo pelo DENV e a desmetilacdo do promotor do gene TNF-
a. Os dados obtidos demonstram que 32,5% dos pacientes infectados pelo DENV
(13/40) mostraram uma auséncia na metilacdo da ilha CpG da regido testada do
promotor do TNF-a (p= 0.0128). Em relacdo a analise do promotor do IFN-y,
observou-se uma alta frequéncia de metilacdo dos pacientes infectados pelo DENV
(96,7%), assim como no grupo controle (100%), sem nenhuma diferenca estatistica.
N&o houve diferenca estatistica entre os grupos sintoméaticos e assintomaticos nos
dois genes analisados (dados ndo mostrados) (TABELA 4; FIGURA 19).

Nao Infectados Infectados pelo DENV

1 2 3 4 1 2 3 4
e T I

M NM M NM M NM M NM M NM M NM M NM M NM

Figura 19 - Resultados representativos do MSP da regido promotora do TNF-a e do IFN-y, realizado a
partir do DNA extraido do sangue total de pacientes infectados e ndo infectados pelo
DENV.
Fonte: Do autor.
Nota: Um produto de PCR visivel nas colunas M indica a presenca do alelo metilado. O produto de
PCR nas colunas NM indicam a presenca do alelo ndo metilado. Os niUmeros acima demostram
a identificacdo dos pacientes e individuos controles.
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Tabela 4 - Frequéncia de metilacdo da regido promotora do TNF-a e IFN-y em pacientes infectados e
néo infectados pelo DENV.

TNF-a IFN-y
NM M p-valor NM M p-valor
N&o infectados 0 (0%) 14 (100%) p=0.0128 0 (0%) 14 (100%) 1.0
Infectados 13 (32.5%) 27 (67.5%) 1 (3.03%) 32 (96.97%)
Total 13 41 1 46

Fonte: Do autor
Nota:NM: Nao Metilado; M: Metilado.

54 META-ANALISE DE MICROARRANJOS DE DNA DE PACIENTES
INFECTADOS PELO DENV

Com objetivo de identificar possiveis alteracdes na transcricdo génica de
genes relacionados com a metilacdo/demetilagdo de CpG, foi realizada uma meta-
analise em planilhas de dados de experimentos de microarranjos de DNA de
pacientes infectados com o DENV. Os resultados indicaram uma forte correlacéo
positiva entre a expressdao de TDG e a infeccdo pelo DENV (TABELA 5). Isso é
verificado pelo valor obtido no teste de correlacdo de Pearson, que mostra que
valores acima de 0,7 apresentam forte correlacdo entre a expressao do gene a o
evento avaliado, que no caso é a infeccdo pelo DENV. Ainda existe uma correlacéo
moderada positiva entre a expressao dos genes DNMT1 e DNMT3B e a infeccao
pelo DENV. Os outros genes analisados apresentaram fraca correlagcdo positiva
(DMAP1, DNMT3A) e negativa (AICDA, MBD4 e DNMT3L).

Tabela 5 - Teste de Correlacdo de Pearson entre a expressao dos genes relacionados a
metilacdo e demetilacdo e a infeccdo pelo DENV.

Gene Correlacéo de Pearson Estatistica-F Valor de Q
(expresséo génica vs. infec¢ao)

TDG 0.72 21.49 0

DNMT1 0.55 17.54 0

DNMT3B 0.51 9.16 5e-04

AICDA -0.38 1.69 0.0772

DMAP1 0.29 4.74 0.0112

DNMT3A 0.25 3.49 0.021

MBDA4 -0.1 2.55 0.0383

DNMT3L -0.16 0.46 0.2279

Fonte: Do autor
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A correlacdo se torna mais evidente ao analisar o mapa de aguecimento
(heat map) (FIGURA 20) e os graficos de box-plots (FIGURA 21) para os genes
escolhidos. Conforme observado, podemos verificar que a maioria das amostras de
pacientes com dengue apresentaram maior expressao dos genes TDG e DNMT1 do
que as amostras do grupo controle, as quais por sua vez apresentaram sempre
menores niveis de expressao. Na Figura 21, podemos verificar que dentre os quatro
genes que apresentaram maior indices de "Correlacdo de Pearson”, os genes TDG,
DNMT1 e DNMT3B apresentaram uma expressdo aumentada em pacientes
infectados com DENV se comparada com os controles nédo infectados. Entretanto,
apenas os genes TDG e DNMT3B apresentam uma maior expressao nos pacientes
com FHD. A Figura 21 também mostra uma diminuicdo da expressdo da enzima

AICDA em pacientes infectados com DENV se comparado aos nao infectados.
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Figura 20 - Mapa de aguecimento para os 8 genes relacionados ao processo de metilacdo e

desmetilacdo de dinucleotideosCpG.

Fonte: Dados obtidos pelo autor através da ferramenta Array Mining. Disponivel em:

<http://www.arraymining.net>. Acesso em: 03 nov 2014.

Nota: Os niveis de expressdo de cada gene em cada amostra foram extraidos da planilha de dados
GEO# GDS5093 atraves do site Gene Expression Omnibus (GEO)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/). O mapa de aquecimento foi gerado pelo programa Array
Mining (http://www.arraymining.net/) utilizando o método ENSEMBLE. As colunas
correspondem as amostras utilizadas (controle/n=9; FD/n=17 e FDH/n=10) e as linhas aos
genes avaliados.
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Figura 21 - Niveis de expresséo génica dos genes TDG, DNMT1, DNMT3B e AICDA.

Fonte:

Dados obtidos pelo autor através da ferramenta Array Mining. Disponivel em:
<http://www.arraymining.net>. Acesso em: 03 nov 2014.

Nota: Os niveis de expressdo de cada gene em cada amostra foram extraidos da planilha de dados

GEO# GDS5093 através do site Gene Expression Omnibus (GEO)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/). Os gréficos de box-plots dos quatro genes mais
significativos foram gerados pelo programa Array Mining (http://www.arraymining.net/)
utilizando o método ENSEMBLE.
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6 DISCUSSAO

A dengue tem emergido como um importante problema mundial de saude
publica ao longo das ultimas quatro décadas e esta intimamente ligada ao
crescimento da populagdo humana, urbanizagéo, globalizacdo e a falta de controle
eficaz do vetor. O virus causador, assim como 0 mosquito vetor da doenca, tem se
espalhado globalmente nos trépicos, resultando em um aumento da frequéncia e da
magnitude das epidemias, além do surgimento da forma grave da doenca, a Febre
Hemorragica da Dengue (FHD) (GUBLER, 1998, 2011).

Embora a maioria das infec¢ces pelo virus da dengue sejam assintomaticas,
pode ocorrer uma grande variedade nas manifestacdes clinicas, variando de uma
ligeira doenca febril & uma doenca grave e fatal (SIMMONS et al., 2012). De acordo
com a atual publicacdo da Organizacdo Mundial da Saude, o0s pacientes
sintomaticos que se recuperam sem grandes complicacfes sao classificados como
tendo dengue,enquanto que aqueles que possuem qualquer outros sintomas sao
designados como tendo dengue grave, pois podem apresentar extravasamento de
plasma, resultando em choque; acumulo de liquido seroso suficiente para causar
desconforto respiratorio; hemorragia grave e danos graves em outros érgaos (figado
e cérebro) (SIMMONS et al., 2012; WHO, 2009).

Atualmente, muitos estudos tém relacionado o desenvolvimento de inUmeras
doencas aos fatores epigenéticos de cada individuo. Assim, a presenca de metilacdo
no DNA ou de acetilagéo de histonas, por exemplo, poderiam modular a transcricéo
génica. Os fatores epigenéticos podem, portanto, influenciar a expressao fenotipica,
e determinar a presenca de doenca ou tracos normais (LEE, PAUSOVA, 2013;
SFZY, 2014).

Também tem sido proposto que micro-organismos podem desregular a
epigenética de seus hospedeiros. Os virus Epstein-Barr ou da Hepatite B, por
exemplo, sdo capazes de produzir proteinas que influenciam a atividade das DNA
metiltransferases, podendo assim, promover a ativacdo ou silenciamento de
determinados genes da célula hospedeira (NILLER et al., 2013).

Desta forma, neste trabalho propusemos estabelecer uma relagcdo entre a
infeccdo pelo DENV e o perfil global de metilagdo do DNA, sugerindo que 0s

pacientes infectados pelo DENV apresentam uma tendéncia na diminuicdo do
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percentual relativo de metilagdo global. Para tal, utlizamos um ensaio
imunoenziméatico, baseado na técnica descrita por Kremer e colaboradores (2012),
sendo inseridas algumas modificacdes em determinadas etapas do processo, que
denominamos MethELISA. Além disso, verificamos o padrdo de metilacdo da regiao
promotora dos genes TNF-a e IFN-y, duas importantes citocinas envolvidas na
patogénese da dengue, através da técnica do MSP em amostras tratadas com
bissulfito de sodio.

Com relacdo ao MethELISA, inicialmente foi testada a capacidade de
adsorcdo do DNA a placa em trés diferentes tampdes, sendo eles: PBS, TBS e
Carbonato/Bicarbonato. O tampdo Carbonato/Bicarbonato foi selecionado por
apresentar maiores densidades Opticas do controle positivo, como pode ser
observado na Figura 14. Também foram testadas trés diluicbes do anticorpo
primario, o anti 5-metilcitosina (anti-5mC): 1/500, 1/1000 e 1/2000. De acordo com
os dados apresentados nas Figuras 08 e 09, a diluicdo 1/500 apresentou a maior
relacdo entre o valor da média da densidade Optica dos controles positivos e o cut-
off dos resultados. Porém, optou-se pela diluicdo 1/2000, ja que uma maior diluicdo
favorece a ligacdo especifica entre antigeno e anticorpo, e impede as ligacdes
inespecificas (BUTLER et al., 1978); além disso, o fator econémico foi levado em
consideracao durante a selecao da diluicdo do anticorpo primario.

ApoOs a padronizacdo do método, foram iniciados os testes com as amostras
dos pacientes infectados e néo infectados pelo DENV. Nossos resultados indicam
uma tendéncia na diminuicdo no perfil global de metilacdo dos pacientes apds a
infecgdo pelo DENV. A diminuigdo no perfil de metilagdo pode ser um reflexo da
inibicdo de DNA metiltransferases ou da ativacdo dos mecanismos de demetilacéo
do DNA (HOWARD, 2008).

Dentre as proteinas ndo estruturais dos Flavivirus, a NS5 se destaca por ser a
maior e mais conservada proteina estrutural dentro do género, e por apresentar um
dominio de metiltransferases (MTase) dependente da S- adenosil-metionina (SAM).
As metiltransferases de alguns Flavivirus, como o DENV, o Virus West Nile e o Virus
da Febre Amarela sdo capazes de metilar o RNA viral na posicdo N-7 da guanina e
2°0 da ribose, o0 que indica que este € um mecanismo geral dentro da familia para
garantir uma sintese eficiente do cap do RNA viral e consequentemente sucesso no
ciclo de replicagédo do DENV (LIM; BODENREIDER; SHI; 2013; ZHOU et al., 2007,).
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Assim, ZHOU e colaboradores (2007) demonstram a necessidade da
presenca da SAM para a doacédo do grupo metil durante a metilacdo do cap do RNA
dos Flavivirus. O dominio MTase dependente de SAM é conservado entre 0s
Flavivirus e o hospedeiro humano (DONG et al., 2014).

Os dados obtidos neste trabalho indicam uma diminuicdo global na metilacao
apos a infeccao pelo DENV. Esta diferenca nos niveis globais de metilacdo podem
ser reflexo da interacéo entre o DENV virus e hospedeiro, em que a NS5 do DENV,
através do dominio de MTase utiliza o agrupamento metil proveniente da SAM do
hospedeiro para conseguir metilar seu préprio RNA. Isso levaria, provavelmente, a
uma diminuicdo da SAM disponivel para as metiltransferases do hospedeiro, tendo
como consequéncia uma hipometilacéo global do DNA do hospedeiro.

Considerando que a severidade dos sintomas apresentados apés a infeccao
pelo DENV est4 correlacionada com a carga viral do paciente (VAUGHN et al.,
2000), os individuos sintomaticos podem apresentar maior carga viral do que 0s
assintomaticos. Portanto, nos individuos sintomaticos haveria uma maior
concentracdo de células infectadas e consequentemente maior expressao de NS5 e
uso da SAM para metilacdo do RNA viral. Com menor disponibilidade de SAM para
uso das DNMTs do hospedeiro, teriamos a diminuicdo da percentagem global de
metilacdo do DNA.

Apos a constatacdo de que individuos infectados pelo DENV possuem um
menor nivel de metilacdo global, verificamos especificamente que o promotor do
TNF-a dos pacientes com dengue também apresenta menor taxa de metilacdo
quando comparado ao grupo de individuos nao infectados. A alteracdo na metilacao
do DNA ja foi reconhecida como um importante componente no desenvolvimento de
varias doencas inflamatorias, tais como artrite reumatéide (KLEIN; GAY, 2015),
asma (HARB; RENZ, 2015) e doenga periodontal (LARSSON et al.,, 2014). A
infeccdo pelo DENV acarreta em elevada secre¢éo de citocinas pro-inflamatorias no
hospedeiro humano e varios trabalhos correlacionam a alta concentracdo destas
citocinas com a patogénese da doenca (ESPADA-MURAO; MORITA, 2011,
GUZMAN; HARRIS, 2015; MANGIONE et al., 2014; MARTINA, 2014; VAN DE WEG
et al., 2013;).

Diversos estudos relatam maiores niveis de citocinas pro-inflamatoérias no
soro dos pacientes com FHD/SCD, tais como o TNF-a e o IFN-y, entre outras
(BUTTHEP et al., 2012; CHAKRAVARTI et al., 2006; CHUNHAKAN et al., 2015;
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SOUNDRAVALLY et al.,, 2014). Estas citocinas, especialmente o TNF-a, estédo
associadas ao aumento na severidade da doenca por induzirem uma inflamagéo
aguda e aumentarem a permeabilidade vascular em células endoteliais.

Estudos prévios com outras doencas, tais como a Doenca de Crohn (NIMMO
et al.,, 2012) e a Doenca Periodontal (ZHANG et al.,, 2013) demonstraram que a
metilagdo no promotor do TNF-a influencia a produgdo desta citocina, contribuindo
para diferentes respostas imunes individuais aos estimulos inflamatorios. Além
disso, alguns estudos in vitro, em que foram utilizadas células THP-1 tratadas com o
inibidor da metilagcdo do DNA (5-aza-2-deoxicitidina), demonstraram um aumento
tempo-dependente nos niveis do mMRNA de TNF-a. Quando estas células foram
transfectadas com um gene repérter de luciferase contendo a sequéncia do
promotor do TNF-a (-291~+34 pb), detectou-se uma diminuicdo de 2,6 vezes na
atividade da luciferase quando comparado com o promotor ndo-metilado (ZHANG et
al., 2013). O mesmo efeito foi observado em células HelLa transfectadas com o
promotor do TNF-a metilado ou ndo metilado, clonado em um vetor repoérter de
luciferase (GOWERS et al., 2011).

O sitio CpG do promotor do TNF-a analisado pelo MSP do presente estudo &
estd inserido dentro das duas regides presentes nasduas construcdes plasmideais
citadas anteriormente. Assim, a baixa taxa de metilacdo nesta posicao também pode
ter afetado a expressao de TNF-a. Além disso, a regido promotora contém varios
elementos de ligacdo para muitos fatores de transcricdo, sugerindo que a metilacéao
pode interferir na ligacdo destes fatores nas regides regulatérias presentes no
promotor do TNF-a (SULLIVAN et al., 2007).

Outro aspecto que deve ser considerado € o fato de que foram utilizadas
amostras de DNA provenientes de sangue total. A heterogeneidade da populacao de
células presentes em sangue total ndo nos permite identificar o nivel de alteracéo na
metilagdo do promotor do TNF-a induzida pelo DENV em cada tipo celular
individualmente.

O resultado da meta-analise de microarranjos de DNA indica que a expressao
de TDG é maior em pacientes infectados pelo DENV, em relagdo aos n&o-
infectados. A TDG é responsavel pelo processo de reparo por excisdo de bases que
ocorre durante a desmetilacdo (FRANCHINI et al., 2012). Este reparo no DNA é
consequéncia da remocao do agrupamento metil da citosina, ja que a familia de TET

desoxigenases converte a 5-metilcitosina em 5-carboxilcitosina, uma base “anormal”
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gue deve ser removida (FRANCHINI et al., 2012). Portanto, o0 aumento na expressao
de TDG ap6s a infeccdo pelo DENV é coerente com a hipometilacdo global
encontrada nestes pacientes.

Nossos estudos da meta-analise também indicam um moderado aumento na
expressdo das DNMTs em pacientes infectados pelo DENV. Alguns pesquisadores
afirmaram que as DNMTs podem participar na desmetilacdo ativa do DNA
(METIVIER et al., 2008). Esta proposta foi baseada na observacao in vitro de que a
DNMT3a e a DNMT3b ndo conseguem metilar a citosina quando a concentracao do
doador do radical (como o SAM) esta abaixo de um certo limiar. Assim, ao invés de
metilar, elas iniciariam a desmetilacdo em uma 5-mC ja formada. As etapas
envolvidas neste processo ainda ndo estao totalmente esclarecidas. No entanto, de
acordo com Franchini e colaboradores (2012), a possibilidade de que uma DNMT
poder induzir uma desaminacgdo de citosina e desta forma levar a desmetilagdo do
DNA é plausivel, jA que esta atividade esta relacionada com o reparo do DNA
(METIVIER et al., 2008, FRANCHINI et al., 2012)

Além disso, ja foi demonstrado que uma interacdo entre a DNMT3 e o TDG
pode influenciar suas atividades, jA que a DNMT3a estimula a atividade de
glicosilase da TDG, enquanto a TDG inibe a atividade de metilacdo da DNMT3a in
vitro (Li et al., 2007). Também ja foi comprovado que a infec¢do pelo DENV em Ae.
Aegypti resulta em um aumento na expressao da DNA metiltransferase do mosquito
(AaDNMT?2), através da regulacdo por microRNAs (ZHANG et al. 2013), o que
também indica que o DENV possui a capacidade de regular a maquinaria
epigenética de seu hospedeiro.

Concluindo, nossos dados indicam que apds a infeccao pelo DENV ocorre
uma diminuicdo do perfil global de metilacdo. Além disso, verificamos uma
associacao positiva entre a infeccado pelo DENV e a desmetilagdo do promotor do
gene TNF-a. Estes fatos podem ocorrer devido a diminuicdo de SAM disponivel no
hospedeiro, ja que o DENV pode captura-la para metilar seu proprio RNA, ou ainda
devido ao aumento na expressdo de TDG e DNMTs que estariam envolvidas no
processo de desmetilacdo do hospedeiro. Entretanto, novos estudos sao

necessarios para confirmar estas hipoteses.
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7 CONCLUSOES

1. Foi observado neste estudo que, apOs a infeccdo pelo DENV, existe uma
diminuicdo no perfil global de metilagéo nos pacientes.

2. Os pacientes infectados que apresentaram o0s sintomas da dengue exibem
menores percentuais de metilacdo global do que os pacientes assintomaticos.

3. Observou-se também uma maior taxa de desmetilacdo do promotor do TNF-a
dos pacientes infectados pelo DENV quando comparados com O grupo
controle. Em relagcdo ao IFN-y, n&o foi observada diferenca no padrao de
metilacdo do gene entre os dois grupos analisados.

4. De acordo com a meta-analise realizada, ocorre um aumento na expressao
de TDG apds a infeccdo pelo DENV. Também foi observada uma moderada
correlacdo positiva entre a expressao dos genes DNMT1 e DNMT3B e a

infeccéo pelo DENV.
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APENDICE A— Condicbes da Reacdo em Cadeia da Polimerase Metilacio

Especifica

Tabela 6 - Condicdes da Reacdo em Cadeia da Polimerase Metilacao Especifica para os genes TNF-

Caracteristicas dos ciclos

a e IFEN-y

Preparo do Mix (x1)
Reagentes TNF-a
Tampé&o 10X 2,0ul
MgCl, (50 mM) 0,6 pl
dNTP’s (10mM) 0,4 pl
Taq Pol. (5U/ ul) 0,2 pl
Oligos (F+R) (10 mM) 2,0 ul
H-0 13,8 ul
DNA 1,0 ul
Total 20,0 pl

IFN-y
2,0 pl
0,6 pl
0,4 pl
0,2 pl
2,0
13,8 pl
1,0 ul
20,0 pl

TNF-a
Temp.
95°C
95°C
57°C
72°C
72°C
4°C

Tempo
10 min.

30 seg.

1 min.
1 min.

7 min.

0

Ne° ciclos
1

50

50

50

1

IFN-y
Temp.
95°C
95°C
52°C
72°C
72°C
4°C

Tempo
3 min.
45 seg.
1 min.

45 seg.

10 min.

Ne° ciclos
1

50

50

50

1

Fonte: Do autor
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