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APRESENTAÇÃO

A obra “Dinâmica das Doenças Infecciosas” que aqui temos o privilégio de 
apresentar, compõe – se inicialmente de dois volumes. 

Na medicina sabemos que uma doença infecciosa ou transmissível é uma 
doença ou distúrbio de funções orgânicas, causada por um agente infeccioso ou 
suas toxinas através da transmissão desse agente ou seus produtos por meio de 
hospedeiro intermediário vegetal ou animal, por meio de um vetor, ou do meio 
inanimado.

Deste modo, podemos dizer que a obra que você possui agora em mãos, 
essencialmente trata de qualquer doença causada por um agente patogênico, os 
quais podemos incluir príons, vírus, rickettsias, bactérias, fungos, e parasitas. Cada 
vez mais a evolução biotecnológica tem nos permitido conhecer mais sobre os 
microrganismos causadores de infecções em humanos, e o material apresentado 
e elencado aqui nos oferece essa visão e nos leva à compreender os motivos do 
estabelecimento da infecção, das co-infecções agregando valor para o discernimento 
e compreensão das doenças infecto-parasitárias. A disponibilização destes trabalhos 
nos favorece conhecimento e ao mesmo tempo evidencia a importância de uma 
comunicação científica sólida.

Esse primeiro volume compreende capítulos bem elaborados e desenvolvidos 
por profissionais de diversas regiões do pais com diferentes linhas de pesquisa 
no campo das doenças infecciosas demonstrando a dinâmica das doenças tais 
como a leptospirose, a meningite, o vírus da dengue, a hepatite C, a malária, a 
Biotecnologia, Leishmania, toxoplasmose, Mycobacterium leprae, vigilância 
epidemiológica, choque séptico, microRNAs, biogênese, febre amarela, hepatite 
B, enterobacteriaceae, resistência, antibiótico, doença de Chagas, meningite, zika 
vírus, Mycobacterium avium dentre outras diversas observações à dinâmica das 
doenças infecciosas.

Portanto, a obra “Dinâmica das Doenças Infecciosas – volume 2” pretende 
apresentar ao leitor uma teoria bem fundamentada desenvolvida em diversas partes 
do território nacional de maneira concisa e didática. Entendemos que a divulgação 
científica é fundamental para o desenvolvimento e avanço da pesquisa básica 
em nosso país, por isso destacamos também a estrutura da Atena Editora capaz 
de oferecer uma plataforma consolidada e confiável para estes pesquisadores 
divulguem seus resultados. 

Desejo à todos uma excelente leitura!

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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RESUMO: A dengue é uma doença febril aguda 
causada por um vírus do gênero Flavivirus, 
família Flaviviridae, endêmica nas regiões 
tropicais e subtropicais do planeta. O agente é 
um vírus com RNA de fita simples, classificado 
em cinco sorotipos distintos: Vírus Dengue 
(VDEN) 1, 2, 3, 4 e 5. As respostas imunológicas 
inatas e adaptativas do hospedeiro exercem 
importante função na determinação da história 
natural das infecções virais, especialmente na 
dengue. Neste contexto vem sendo observado 
nos últimos anos que é cada vez mais comum 
a presença de pequenos RNAs nos processos 
de infecção viral, assim como de defesa 
imunológica, tornando necessário o melhor 
entendimento do papel destes pequenos RNAs 
durante a infecção viral por VDEN. Sendo 
assim, avaliamos a expressão dos miRNA-15, 
miRNA16 e das vias de caspase 3 e 7 em 
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linhagens celulares contínuas/humanas durante a infecção pelos vírus DEN-1. As 
células foram extraídas utilizando beads magnéticas e guardadas a -70oC até o 
momento de uso, para a quantificação da carga viral foi utilizado o método TaqMan 
com sondas marcadas em conjunto com o método de quantificação por curva absoluta 
através de um plasmídeo clonado em vetor do genoma dos quatro sorotipos, além 
de sondas marcadas para os miRNA usados no estudo. A quantificação da via de 
caspase 3 e 7 foi realizado com o uso de marcadores utilizando luciferina. Foi possível 
observar uma relação entre as vias de apoptose e os miRNAs-15 e 16, além dos 
mesmos demonstrarem que células hepáticas de origem humana sofrem mais intenso 
processo de apoptose durante infecção por VDEN. Esses achados reforçam a hipótese 
que estes miRNAs estão envolvidos com o processo de apoptose durante a infecção 
por VDEN e que isto acaba por agravar a infecção principalmente nos hepatócitos.
PALAVRAS-CHAVE: Vírus Dengue; miRNA; Apoptose

THE EXPRESSION ANALYSIS MIR-15 AND MIR-16 IN EXPERIMENTAL 

INFECTION BY DENV1

ABSTRACT: Dengue is an acute febrile illness caused by a virus of the genus Flavivirus, 
family Flaviviridae, endemic in the tropical and subtropical regions of the planet. The 
agent has a single-stranded RNA virus, classified into five distinct Dengue Virus 
(DENV) serotypes 1, 2, 3, 4 and 5. Innate and adaptive immune responses play an 
important role in determining the natural history of viral infections, especially dengue. 
In this context it has been observed that the presence of small RNAs in the processes 
of viral infection, as well as immunological defense, is becoming increasingly common, 
making it necessary to better understand the role of these small RNAs during the viral 
infection by DENV. Therefore, we evaluated the expression of miRNA-15, miRNA16 and 
caspase 3 and 7 pathways in continuous/human cell line during infection with DENV-1. 
The cells were extracted using magnetic beads and stored at -70oC until the time of 
use. The TaqMan with probes method was used for the quantification of the viral load in 
conjunction with the absolute curve quantitation method using a cloned vector plasmid. 
genome of the four serotypes and labeled probes for the miRNAs. The quantification of 
the caspase 3 and 7 pathway was performed using luciferin markers. It was possible 
to observe a relationship between the apoptosis pathways and miRNAs-15 and 16 
and the human liver cells undergo more intense apoptosis during DENV infection. 
These findings support the hypothesis that these miRNAs are involved in the apoptosis 
process during DENV infection may worsen the infection in hepatocytes.
KEYWORDS: Dengue virus; miRNA; Apoptosis
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1 | 	INTRODUÇÃO

O vírus dengue (VDEN) é um dos mais importantes arbovírus que afetam 
seres humanos em todo o mundo. Segundo a Organização Mundial de Saúde 
(OMS), aproximadamente 100 milhões de casos de doença por dengue são 
relatados anualmente em mais de 100 países diferentes no mundo, onde o VDEN 
é responsável por mais de 500.000 casos hemorrágicos e 22.000 mortes (BHATT 
et al., 2013).

A dengue é uma doença febril aguda, causada pelo VDEN, pertencente à 
família Flaviviridae, gênero Flavivirus e está amplamente distribuída em todos os 
continentes, com exceção da Europa. O VDEN é transmitido para o homem por 
meio da picada da fêmea de mosquito Aedes aegypti infectada (TEXEIRA et al., 
2003). O vírus possui quatro sorotipos distintos VDEN1, VDEN2, VDEN3 e VDEN4 
com manifestações clinicas que vão de casos clássicos a graves, podendo evoluir 
para óbito (CHAMBERS et al., 1990).

	 A partir de avanços em tecnologias moleculares de sequenciamento e 
análise de expressão gênica, foi constatado que os microRNAs (miRNAs) possuem 
um papel importante em diversos processos do desenvolvimento, proliferação e 
diferenciação celular, carcinogênese e resposta imune, dentre outros (GAROFALO; 
GROCE, 2011). Sendo esses pequenos RNAs possuem o potencial ideal para a 
modulação da expressão gênica em infecções virais (MARQUEZ; MCCAFREY, 
2008).

2 | 	VIRUS DENGUE

O VDEN é formado por quatro sorotipos denominados VDEN-1, VDEN-2, 
VDEN-3 e VDEN-4. Pertencente à família Flaviviridae, gênero Flavivirus, tem como 
principal vetor o mosquito Aedes aegypti e os seres humanos como hospedeiros 
primários (JOHNSON et al., 2005). 

Morfologicamente, são vírus esféricos, medindo cerca de 40–70 nm de 
diâmetro. Contêm um envelope de natureza lipoprotéica e o genoma composto de 
RNA de fita simples, polaridade positiva (Figura 1) (CHAMBERS et al., 1990).
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Figura 1 – Estrutura morfológica do VDEN.

2.1 Epidemiologia

Cerca de 40% da população mundial habita áreas com elevado risco de 
transmissão da dengue, o que corresponde a aproximadamente, 3 bilhões de 
pessoas expostas ou em risco para o VDEN. De fato, calcula-se que ocorram cerca 
de 100 milhões de casos sintomáticos de infecção por ano, com 500 mil casos de 
dengue grave e, aproximadamente, 22.000 óbitos, segundo estimativas da OMS 
(BHATT et al., 2013; CDC, 2015).

As infecções por arbovírus ocorrem em todas as regiões do Brasil, incluindo 
a região amazônica. As epidemias por arbovírus como o VDEN representam risco 
à saúde de grande parte da população, seja na área urbana seja na área rural 
(CASSEB et al., 2013).

Epidemias de dengue, febre de chikungunya, febre do Zika e febre amarela 
tornaram-se doenças de notifi cação compulsória no Brasil, sendo incluídas na Lista 
Nacional de Notifi cação Compulsória de Doenças, Agravos e Eventos de Saúde 
Pública. Semanalmente, é divulgado, por meio da Secretaria de Vigilância em Saúde 
– Ministério da Saúde/SVS/MS, boletins epidemiológicos contendo os números de 
casos, de óbitos e do coefi ciente de incidência (BRASIL, 2017).

2.2 Organização genômica e estrutura do RNA viral

O genoma do VDEN possui 11 kb de comprimento, tem uma estrutura do tipo 
cap (m7GpppG) na extremidade 5’ e ausência de cauda poli(A) na extremidade 3’ 
(BAUMA et al , 2010). Além disso, durante a infecção, o RNA viral evita ou suprime 
a resposta antiviral do hospedeiro (BAUMA et al.,, 2010).

A tradução da ORF única no retículo endoplasmático rugoso produz uma grande 
poliproteína que é clivada co- e pós-traducionalmente nas proteínas maduras. 
A porção N-terminal da poliproteína traduz as proteínas estruturais C, prM e E, 
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seguida por, sete proteínas não estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B 
e NS5) (Figura 2) (CHAMBERS et al., 1990; HOLMES et al., 2009).

Figura 2 – Estrutura genômica do VDEN

Além da região codifi cante (ORF) das proteínas estruturais e não estruturais, 
o vírus também possui regiões fl anqueadas chamadas de regiões não codifi cantes 
ou não traduzidas 5´UTR e 3´UTR. Essas regiões, apesar de não darem origem 
a proteínas, estão envolvidas de forma signifi cante no processo de controle da 
replicação viral (BAUMA et al., 2010).

2.3 Ciclo De Replicação E Patogênese Viral

Acredita-se que o VDEN, quando interage com receptores celulares, é 
internalizado nas células por endocitose, pela proteína E do vírion e pelos receptores 
da membrana plasmática. Existem também receptores específi cos que facilitam 
a adsorção e fi xação do vírus à célula, quando há presença de anticorpos. Em 
infecções sequenciais com sorotipos diferentes, é provável que a entrada do vírus 
na presença de anticorpos heterólogos acabe por atuar como fator para que ocorra 
o desenvolvimento de casos de Dengue Grave (GUZMAN; HARRIS, 2014).

Os virions migram para as vesículas pré-lisossomais não revestidas, e o 
seu capsídeo é liberado para o citoplasma, através de uma fusão de membrana 
mediada por ácido. Para complementar este processo, é necessário que ocorra 
com a diminuição do pH, uma alteração conformacional na proteína E. De três a 
seis horas depois da liberação do genoma viral, a síntese de RNA viral já pode 
ser detectada, sendo os títulos máximos variáveis em diferentes tipos de célula. 
Alguns tipos de células de vertebrados não mostram efeitos citopáticos, tornando-
se infectadas crônicamente, porém, entre os efeitos observados, incluem-se 
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vacuolização e proliferação de membranas intracelulares (Figura 3) (CHAMBERS 
et al., 1990).

Depois de introduzido no organismo, o VDEN é conduzido por células 
dendríticas DC-SIGN+ para células musculares estriadas e lisas, fi broblastos e 
linfonodos, onde faz sua primeira replicação. Em seguida, ocorre a viremia e o vírus 
é, por meio do sangue, disseminado por todo o organismo. Sua circulação se dá 
de forma livre ou por meio de monócitos. O VDEN tem maior afi nidade por células 
mononucleares, sendo tais células o principal sitio de replicação (DAHER, 2005).

Figura 3 – Visão geral das diferentes etapas do ciclo de replicação do VDEN, da ligação à 
célula hospedeira até a liberação do vírus

A infecção com um sorotipo do VDEN resulta em imunidade sobre aquele 
sorotipo apenas; a resposta imunológica ao sorotipo primário causa reação cruzada 
e proteção contra outros sorotipos heterólogos apenas durante os primeiros meses 
após a infecção primária (CLYDE et al., 2006).

Acredita-se que a proteção sorotipo-específi ca é devida aos anticorpos 
neutralizantes, às células T de memória específi ca para VDEN, ou a ambos. 
Os anticorpos policlonais do soro contra as proteínas prM e E são capazes de 
neutralizar VDEN in vitro e, em conjunto com anticorpos para NS1, fornecem 
proteção in vivo. Assim, uma vez que a pessoa tenha sido infectada por um sorotipo, 
ela terá anticorpos homotípicos que conferem imunidade em longo prazo para este 
sorotipo, porém, quando infectada por um sorotipo diferente, há reação cruzada 
com anticorpos heterotípicos pré-existentes que reconhecem o vírus formando 
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imunocomplexos instáveis (KAKUMANI et al., 2013).

3 | 	APOPTOSE

A morte celular pode ser programada ou acidental. A morte programada ocorre 
dependendo da via de sinalização e resulta em morfologia lítica ou não lítica. Sendo 
a apoptose uma forma de morte não lítica e imunologicamente silenciosa. Acredita-
se que a eliminação de células imunes do hospedeiro através do fenômeno da 
apoptose pode ser utilizada para beneficiar um patógeno infectante (MIAO, 2017).

Em 1972, Kerr et al., observaram um tipo específico de morte celular em tecidos 
humanos, no qual as células e os núcleos se condensavam e se fragmentavam, e 
denominaram esse processo de morte celular como “apoptose”. Eles propuseram 
que a apoptose é crucial para a regulação das populações celulares durante o 
desenvolvimento e rotatividade dos tecidos (MIAO, 2017).

3.1	Apoptose e os vírus

Para facilitar a sua replicação, os vírus utilizam muitos fatores das células 
hospedeiras, incluindo receptores, enzimas, fatores de transcrição, organelas 
e membranas. Em resumo, esses patógenos acabam por comandar o ambiente 
celular. Ao mesmo tempo, os vírus devem contornar as respostas celulares que 
evoluíram para limitar a sua replicação (BEST; BLOOM, 2003).

A apoptose é uma dessas respostas celulares que limita tanto o tempo como 
a maquinaria celular disponível para a replicação do vírus. Os vírus utilizam uma 
variedade de estratégias para evitar a apoptose e, desta forma, mantêm o processo 
de replicação de forma eficiente (EVERETT; MCFADDEN, 2002). 

A existência de múltiplos genes virais anti-apoptóticos em diversos grupos 
de vírus sugere que a apoptose é algo que os vírus devem evitar a todo custo. No 
entanto, como é frequente nos sistemas biológicos, a relação entre a replicação 
do vírus e a apoptose é, na verdade, muito mais complexa. Alguns vírus utilizam 
diretamente componentes da via apoptótica para facilitar a sua replicação, tornando 
assim esta estratégia eficaz contra respostas imunológica contra estes agentes 
virais (BEST; BLOOM, 2003).

Para ativação da apoptose, as caspases são responsáveis pela cascata de 
eventos a nível celular. A caspase 3 cliva a maioria dos substratos celulares durante 
a apoptose e é também responsável pela clivagem das proteínas virais. As caspases 
7, 6 e 2 também têm sido implicadas na clivagem de substratos de proteínas virais 
(AL-MOLAWI et al., 2003, ELE’OUE et al., 2000, GRAND et al., 2002).
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4 | 	microRNAS

Definem-se como miRNAs pequenas moléculas de RNA fita simples com 
aproximadamente 19–25 nts, não codificadoras de proteínas, que atuam como 
mediadores da regulação da expressão genica pós-transcricional (RICARTE; 
KIMURA, 2006). Segundo Amaral et al. (2010) os miRNAs atuam em importantes 
funções na célula como na proliferação, na diferenciação, na apoptose, na resposta 
a estresse e na regulação transcricional. Estudos comprovaram que os miRNAs 
sofrem alterações em sua expressão em diversas doenças, elevando, desse modo, 
sua importância na patogenia das mesmas (RICARTE; KIMURA, 2006).

4.1	MicroRNAS e a interação com vírus

Um dos princípios para combater quaisquer patógenos se dá pelo silenciamento 
de um gene essencial a este patógeno ou de algum fator do hospedeiro que seja 
essencial para o seu ciclo de replicação (PEREIRA; CENDES, 2013). Sampey et 
al., (2012) sugerem que os vírus sintetizam miRNAs por não serem antigênicos, 
ao contrário das proteínas virais, sendo útil portanto, ao escape do sistema imune. 
Outra vantagem seria que os miRNAs virais poderiam inibir a expressão de genes 
com propriedades antivirais.

Os miRNAs virais podem direcionar transcrições virais e celulares, que se 
envolvem sinergicamente com proteínas virais na reprogramação celular para 
promover um ambiente celular favorável para a conclusão da replicação viral 
(SKALSKY; CULLEN, 2010).

5 | 	MATERIAL E MÉTODO

5.1	Inoculação em céluls humanas

As linhagens celulares Huh7.5 e HepG2 (células humanas, provenientes de 
hepatocarcinomas), A549 (células humanas provenientes de carcinoma pulmonar) 
e HEK-293 (Células embrionárias de rim humano) foram infectadas com a cepa de 
VDEN1 proveniente do acervo viral da Seção de Arbovirologia e Febres Hemorrágicas 
do Instituto Evandro Chagas, em 5 garrafas de 25 cm2, sob MOI de 1, utilizando o 
método de adsorção por uma hora a 37 °C. Para controle deste experimento, foram 
mantidas de forma concomitante uma garrafa de células Huh7.5, HepG2, A549 e 
HEK-293 não infectadas, garantindo, assim, a qualidade do experimento. 

5.2	Obtenção e análise do RNA

O RNA obtido das amostras cultivadas, em todas as linhagens celulares foram 
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extraídos utilizando o kit comercial Maxwell 16 Viral Total Nucleic Acid Purification 
Kit (Promega, Madson, EUA), de acordo com as especificações do fabricante. A 
determinação da concentração e pureza do material foi realizada com o auxílio 
do aparelho Qubit 2.0 (Invitrogen), utilizando o kit comercial Qubit RNA Assay 
(Invitrogen) conforme descrição do fabricante.

5.3	Quantificação relativa da carga viral

Para a quantificação da carga viral foi utilizado o método descrito por Menting 
et al (2011), utilizando o kit comercial GoTaq Probe 1-Step RT-qPCR System 
(Promega) em conjunto com o método de quantificação por curva absoluta através 
de um plasmídeo clonado em vetor pGEM Easy vector (Promega) do genoma do 
sorotipos do VDEN1.

5.4	Quantificação dos miRNAS por RT-qPCR

Para esse experimento foi utilizado o kit High-Capacity cDNA Archieve Kit 
(Applied Biosystems), conforme especificações do fabricante, para etapa de RT. 
Realizou-se a substituição do random primer (Applied Biosystems) pelo stem-loop 
RT primer para cada miRNA maduro analisado. 

A segunda etapa foi de amplificação (qPCR) onde utilizou-se o kit comercial 
TaqMan microRNA assays Human (Applied Biosystems) (miRNA-15 e miRNA-16) 
conforme, descrito pelo fabricante utilizando a plataforma ABI Prism 7500 Sequence 
Detection System (Applied Biosystems).  

5.5	 Quantificação da ativação das vias Caspase 3 e 7

Para a quantificação da ativação de caspase 3 e 7 foi utilizado o kit comercial 
Caspase-Glo 3/7 Assay (Promega), baseado em luminescência, e, para a sua leitura, 
foi utilizado o aparelho GloMax Multi+ (Promega), de acordo com a descrição do 
fabricante.

5.6	Análise estatística

A análise estatística dos dados foi realizada utilizando o programa Expression 
Suite v1.0 (Applied Biosystems), o programa R Project com o pacote de qPCR.Ct e 
o pacote Prism Graph (Prism, inc). As amostras foram comparadas e os resultados 
obtidos analisados por meio de análise de variância (ANOVA), sendo que valores 
de p igual ou inferior a 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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6 | 	RESULTADOS E DISCUSSÃO

6.1	Perfil de quantificação da carga viral durante a infecção pelo VDEN1

Todos os ensaios e experimentos foram reproduzidos em triplicata biológica e 
técnica, a fim de garantir qualidade e igual reprodutibilidade entre os seus resultados.

O estoque viral inicial apresentou cerca de 3,2x103 cópia/μl no sorotipo 
estudado. Então foi realizado a inoculação do sorotipo VDEN-1, em todas as 
linhagens celulares estudadas. 

A quantificação viral foi realizada no intervalo de 24 em 24 horas pós infecção 
(hpi) como é possível observar na figura 4, demonstrando a carga viral de VDEN- 1 
durante as 120 horas de infecção.

Figura 4 – Quantificação por RT-qPCR da carga viral do sobrenadante celular durante a 
infecção por VDEN-1 em quatro diferentes linhagens celulares contínuas de origem humana.

6.2	Ativação de caspases 3 e 7 durante a infecção por VDEN1

Na figura 5, observa-se a ativação das caspases 3 e 7 durante a infecção pelo 
sorotipo de VDEN1 nas diferentes linhagens celulares. Pode-se observar o aumento 
da ativação ao longo de 96 e 120 hpi quando comparado ao MOCK, evidenciando 
maior ativação nas linhagens de hepatócitos, na quais, sabidamente o VDEN possui 
maior afinidade. 
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Figura 5 – Quantificação da atividade da caspase 3/7 durante infecção por VDEN-1, em quatro 
diferentes linhagens celulares contínuas de origem humana.

6.3	Expressão dos miRNAS-15 e miRNA-16 durante a infecção por VDEN1

A expressão foi realizada por meio de RT-qPCR das amostras coletadas 
das células infectadas pelo sorotipo de VDEN1. Os resultados foram comparados 
com amostras das diferentes linhagens não infectadas (MOCK), assim como, aos 
controles endógenos celulares, sendo estes os controles RNU48 e RNU-58 (Figura 
6).

A quantificação do miRNA-15 demonstrou significância de p=0,005 para a 
infecção por VDEN1 durante as horas pós infecção. A quantificação do miRNA-16 
demonstrou significância de p= 0,004 para a infecção por VDEN1 durante as horas 
pós infecção.
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Figura 6 – Quantificação do miRNA-15 e miRNA-16 durante a infecção nas quatro linhagens 
celulares de origem humana por VDEN-1.

Os níveis de expressão demonstraram ser semelhantes em ambos os miRNAs. 
A linhagem de HepG2 iniciou seu aumento de expressão as 48 hpi com aumento 
~ 3 vezes, as demais linhagens tiveram sua maior expressão por volta de 72 hpi, 
com exceção da linhagem HEK-293, que obteve o pico de expressão a 120 hpi 
alcançando um aumento próximo a ~5 vezes.

A dengue é a arbovirose mais frequente na população mundial, com cerca de 
100 milhões de casos da doença sendo notificados a cada ano (BHATT et al., 2013). 
Entre as formas de apresentação da doença, com ou sem sinais de alerta, está 
associada a consideráveis taxas de morbidade e mortalidade em humanos, ainda 
assim, há poucos estudos com propostas terapêuticas para este vírus apesar de 
sua grande relevância, assim como, déficit de profilaxias especificas.

	 Inicialmente é possível observar a carga viral de VDEN1 em diferentes 
linhagens celulares, destaca-se e explica-se o uso de duas linhagens celulares 
de hepatócito, uma vez que, enquanto a linhagem celular HepG2 possui todos os 
mecanismos imunológicos ativos; a linhagem celular Huh7 caracteriza-se por déficit 
na ativação de IFN de tipo II. Apesar das diferenças entre as linhagens utilizadas 
destacou-se a 72 hpi a maior carga viral diante do sorotipo de VDEN1. Os resultados 
obtidos são semelhantes aos determinados nos estudos de Umaredy et al (2007) e 
Casseb et al (2016).

	 Estudos como o de Harris et al (2000) demonstram que diferentes linhagens 
celulares contínuas acabam se comportando de maneira diferente durante a 
infecção pelos diferentes sorotipos de dengue, este fato repete-se na relação ao 
VDEN-1 e a infecção na linhagem HEK 293. Onde se observou um padrão diferente 
de título viral. Outros estudos como o de Medin et al (2005) acabam por observar a 
mesmo padrão de replicação viral nesta linhagem celular e os mesmos atribuem a 
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receptores celulares envolvidos na penetração do vírus.
Os miRNAs controlam a resposta imune inata do hospedeiro durante a infecção 

viral através da regulação de IFN-1 e de TLR. Alguns estudos vêm relacionando uma 
ligação dos miRNAs com o VDEN. De fato, Kakumani et al (2013) demonstraram 
que miRNAs são utilizados para controlar a resposta imunológica a infecções virais, 
durante infecção experimental com VDEN-2. Casseb et al (2016) ao utilizar cepa 
de VDEN-4 apresentaram resultados semelhantes, sugerindo ainda que o vírus 
sintetize esses miRNAs. Estes resultados foram reproduzidos na infecção por 
VDEN1 nas linhagens celulares infectadas, reforçando a hipótese apresentada. 

Um microRNA que se destaca devido sua relação com os processos celulares 
é o miRNA-15 sendo que este apresenta um importante papel na regulação da 
morte celular por apoptose, onde há estudos que demostram sua baixa expressão 
e o relacionam com processos cancerígenos (AQEILAN et al., 2010). Estudos como 
o de ZHENG; WANG (2011) demonstram  que os níveis celulares de miRNA-15 são 
modulados em infecções experimentais por Papiloma vírus. 

AQEILAN et al., (2010) demonstraram também que o miRNA-16 relaciona-
se com o miRNA-15 durante as vias de apoptose e no processo de proliferação 
celular. Sua regulação em infecções virais apresentou o mesmo perfil em relação 
ao miRNA-15 no estudo de El-Abd et al., (2015).

Sun et al., (2015) também afirmaram que o VDEN desencadeia a apoptose em 
células infectadas, no entanto esse mecanismo ainda não é bem compreendido. Em 
seu estudo Casseb (2016) por outro lado observou que a expressão de ambos os 
miRNAs está elevada durante a infecção viral por VDEN-4 em células de hepatócitos, 
e que a mesma está relacionada com um aumento na ativação de caspases 3 e 7, 
sugerindo então que essa seja a relação entre o VDEN e a apoptose. 

Este trabalho reforça os achados de Casseb (2016) ao apresentar resultados 
semelhantes para o sorotipo de VDEN1, assim como para diferentes linhagens 
celulares, sugerindo que o VDEN regule a expressão de tais miRNAS para facilitar 
sua replicação viral, assim como, os níveis de apoptose celular, como mecanismo 
de interferência à resposta imune do hospedeiro. 

Cimmino et al (2005) observaram que a apoptose celular poderia ser 
desencadeada através da regulação dos níveis da proteína BCL-2 (anti-apoptótica) 
por meio dos miRNAs-15 e 16; colaborando para este achado, Yu et al (2015) 
observaram que a expressão de miRNA-15 e 16 está inversamente relacionada 
com a da família de proteínas BCL-2, dados esses que estão de acordo com os 
nossos resultados quando relaciona-se a expressão dos miRNAS-15 e 16 com os 
níveis de ativação de caspase 3 e 7, sendo estas efetoras do processo de apoptose.

No presente trabalho, todos os testes realizados com o sorotipo VDEN1, 
independente da linhagem celular evidenciou os tempos a partir de 72 hpi até 96 
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hpi como os de maior carga viral, evidenciando o pico de infecção viral; a maior 
expressão dos miRNAs-15/16; assim como maior ativação de caspases. Sendo 
assim, relacionando aos resultados de Casseb (2016) sugerimos que o VDEN 
sintetize miRNAs ligados a vias celulares uma vez que sua expressão foi semelhante 
em todas as linhagens celulares utilizadas.

A superexpressão dos miRNA-15 e 16 relacionado ao pico de infecção pelo 
VDEN demonstra que esses miRNAs atuam na indução e regulação da apoptose, de 
fato, evidenciamos ainda a maior ativação de caspases em células de hepatócitos, 
células essas na qual o vírus possui maior tropismo. Assim, o estudo relaciona os 
padrões estudados em VDEN1, em diferentes linhagens celulares, assim reforçando 
a relação entre o VDEN e os miRNAs.
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BAUMA, A.; SACHIDANANDAMB, R.; GARCÍA-SASTRE, A. Preference of RIG-I for short viral RNA 
molecules in infected cells revealed by next-generation sequencing. Proceedings of the National 
Academy of Sciences of the United States of America, v. 107, n. 37, p. 16303-1638, 2010.

BEST, S. J.; BLOOM, M. E. Caspase activation during virus infection: more than just the kiss of death? 
Virology, v. 320, n. 2 p. 191-194, 2004.

BHATT, S.; GETHING, P. W.; BRADY, O. J.; MESSINA, J. P.; FARLOW, A.W.; MOYES, C. L.; DRAKE, 
J. M.; BROWNSTEIN, J. S.; HOEN, A. G.; SANKOH, O.; MYERS, M. F.; GEORGE, D. B.; JAENISCH, 
T.; WINT, G. R.; SIMMONS, C. P.; SCOTT, T. W.; FARRAR, J. J.; HAY, S. I. The global distribution and 
burden of dengue. Nature, v. 496, n. 7446, p. 504-507, 2013.

BHATT, S.; GETHING, P. W.; BRADY, O. J.; MESSINA, J. P.; FARLOW, A.W.; MOYES, C. L.; DRAKE, 
J. M.; BROWNSTEIN, J. S.; HOEN, A. G.; SANKOH, O.; MYERS, M. F.; GEORGE, D. B.; JAENISCH, 
T.; WINT, G. R.; SIMMONS, C. P.; SCOTT, T. W.; FARRAR, J. J.; HAY, S. I. The global distribution and 
burden of dengue. Nature, v. 496, n. 7446, p. 504-507, 2013.

BRASIL. Ministério da Saúde. Secretária de Vigilância em Saúde. Boletim epidemiológico. Brasília: 
MS, 2017.

BRUNETTA, D. M.; DAHER, E. F.; SILVA JÚNIOR, G. B.; PERDIGÃO NETO, L. V.; PUSTER, R. A. 
Dengue e febre hemorrágica do dengue. Revista Brasileira de Medicina, v. 62, n. 11, p. 462-470, 
2005.

CASSEB, A. R.; CASSEB, L. M. N.; SILVA, S. P.; VASCONCELOS, P. F. C. Arbovírus: Importante 
zoonose na Amazônia Brasileira. Veterinária e Zootecnia, v. 20, n. 3, p. 9-21, 2013.



 
Dinâmica das Doenças Infecciosas 2 Capítulo 2 24

CASSEB, S. M. M.; SIMITH, D. B.; MELO, K. F. L.; MENDONÇA, M. H.; SANTOS, A. C. M.; 
CARVALHO, V. L.; CRUZ, A. C. R.; VASCONCELOS, P. F. C. Drosha, DGCR8, and Dicer mRNAs 
are down-regulated in human cells infected with dengue vírus 4, and play a role in viral pathogenesis. 
Genetics and Molecular Research. v. 15, n. 2, 2016.

CDC. DENGUE. Atlanta, 2015. Disponível em: <www.cdc.gov/dengue/epidemiology>. Acesso em: 10 
dezembro. 2019.

CHAMBERS, T. J.; HAHN, C. S.; GALLER, R.; RICE, C. M. Flavivirus: genome organization, 
expression and replication. Reviews of Microbiology, v. 44, pp. 649-688, 1990.

CIMMINO, A.; CALIN, G. A.; FABBRI, M.; IORIO, M. V.; FERRACIN, M.; SHIMIZU, M.; WOJCIK, 
S. E.; AQEILA, N. R. I.; ZUPO, S.; DONO, M.; RASSENTI, L.; ALDER, H.; VOLINIA, S.; LIU, C. G.; 
KIPPS, T. J.; NEGRINI, M.; CROCE, C. M. miR-15 and miR-16 induce apoptosis by targeting BCL2. 
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, v. 102, n. 39, 
p. 13944-13949, 2005.

CLYDE, K.; KYLE, J. L.; HARRIS, E. Recent advances in deciphering viral and host determinants of 
dengue virus replication and pathogenesis. Journal of Virology, v. 80, n. 23: p. 114-131, 2006.

EL-ABD, N. E.; FAWZY, N. A.; EL-SHEIKH, S. M.; SOLIMAN, M. E. Circulating miRNA-122, miRNA-
199a, and miRNA-16 as Biomarkers for Early Detection of Hepatocellular Carcinoma in Egyptian 
Patients with Chronic Hepatitis C Virus Infection. Molecular Diagnostic Therapy, v. 19, n. 4, p. 213-
220, 2015.

ELE´OUE¨T, J.F.; SLEE, E. A.; SAURINI, F.; CASTAGNE, N.; PONCET, D.; GARRIDO, C.; SOLARY, 
E.; MARTIN, S. J. The viral nucleocapsid protein of transmissible gastroenteritis coronavirus (TGEV) 
is cleaved by caspase-6 and -7 during TGEV-induced apoptosis. Journal of Virology. v. 74, p. 3975-
3983, 2000.

EVERETT, H., MCFADDEN, G. Poxviruses and apoptosis: a time to die. Current Opinion in 
Microbiology. v. 5, p. 395-402, 2002.

GAROFALO, M.; CROCE, C. M. microRNAs: Master regulators as potential therapeutics in cancer. 
Annual Review Pharmacology Toxicology, v. 51, p. 25 - 43, 2011.

GRAND, R. J. A.; SCHMEISER, K.; GORDON, E. M.; ZHANG, X.; GALLIMORE, P. H.; TURNELL, A. 
S. Caspase-mediated cleavage of adenovirus early region 1A proteins. Virology. v. 301, p. 255 – 271, 
2002.

GUZMAN, M. G.; HARRIS, E. Dengue. The Lancet, v. 385, n. 9966, p. 453-65, 2015.

HOLMES, E. C. RNA virus genomics: a world of possibilities. Journal Clinical Investigate, v. 119, n. 
9, p. 2488-2495, 2009.

IGLESIAS, N. G.; GAMARNIK, A. V. Dynamic RNA structures in the dengue virus genome. RNA 
Biology, v. 8, n. 2: p. 249-57, 2014.

JOHNSON, B. W.; RUSELL, B. J.; LANCIOTTI, R. S. Serotype-Specific Detection of Dengue Viruses 
in a Fourplex Real-Time Reverse Transcriptase PCR. Journal Of Clinical. v. 10, p. 4977-4983, 2005

KAKUMANI, P. K.; PONIA, S. S.; SOOD, V.; CHINNAPPAN, M.; BANERJEA, A. C.; MEDIGESHI, G. 
R.; MALHOTRA, P.; MUKHERJEE, S. K.; BHATNAGAR, R. K. Role of RNA interference (RNAi) in 
dengue virus replication and identification of NS4B as an RNAi suppressor. Journal of Virology, v. 87, 
n. 16, p. 8870-8883, 2013.

MARQUEZ, R. T.; MCCAFFREY, A. P. Advances in microRNAs: implications for gene therapists. 



 
Dinâmica das Doenças Infecciosas 2 Capítulo 2 25

Human Gene Therapy, v. 19, n. 1, p. 27-38, 2008.

MEDIN, C. L.; FITZGERALD, K. A.; ROTHMAN, A. L. Dengue virus Nonstructural Protein NS5 Induces 
Interleukin-8 Transcription and Secretion. Journal of Virology, v. 79, n. 17, p. 11053-11061, 2005.

MIAO, E. A.; JORGENSEN, I.; RAYAMAJHI, M. Programmed cell death as a defence against infection. 
Nature. 2017.

PEREIRA, T. C.; CENDES, I. L. Aplicações Médicas da RNAi. In: PEREIRA, T. C. (Org.) Introdução à 
técnica de Interferência por RNA-RNAi. Ribeirão Preto: Sociedade Brasileira de Genética, 2013. p. 
37-45.

RICARTE, J. C. M. F; KIMURA, E. T.; MicroRNAs: Nova Classe de Reguladores Gênicos Envolvidos 
na Função Endócrina e Câncer. Arquivos Brasileiros de Endocrinologia e Metabologia. v.50, 
p.1102-1107, 2006.

SAMPEY, G. C.; DUYNE, R. V.; CURRER, R.; DAS, R.; NARAYANAN, A.; KASHANCHI, F. Complex 
role of microRNAs in HTLV-1 infections. Frontiers in Genetics. v. 3, p. 1-16, 2012.

SKALSKY, R. L.; CULLEN, B.R. Viruses, microRNAs, and Host Interactions. Revista de 
Microbiologia. v. 64, 2010.

TEIXEIRA, M. G.; BARRETO, M. L.; COSTA, M. C. N.; FERREIRA, L. D. A.; VASCONCELOS, P. F. C. 
Dinâmica de circulação do vírus da dengue em uma área metropolitana do Brasil. Epidemiologia e 
Serviços de Saúde. v. 12, p. 87-97, 2003.

UMAREDDY, I.; PLUQUET, O.; WANG, Q. Y.; VASUDEVAN, S. G.; CHEVET, E.; GU, F. Dengue virus 
serotype infection specifies the activation of the unfolded protein response. Journal of Virology, v.4, 
p.91, 2007.



 
Dinâmica das Doenças Infecciosas 2 249Índice Remissivo

ÍNDICE REMISSIVO

A

Açaí  180, 181, 182

Acidente de trabalho  86

Anopheles  36, 37, 38, 40, 44, 46, 47, 48

Antibiótico  132, 133, 157, 159, 162, 169, 170, 171, 172, 173, 174, 175, 242

Apoptose  11, 16, 17, 22, 23, 140

Artrite Infecciosa  225

Avaliação  28, 56, 58, 76, 83, 84, 85, 102, 112, 117, 137, 153, 205, 207, 210, 221, 223, 242, 

247

B

Biogênese  136, 137, 140, 141, 142, 144, 146, 148

Bioinformática  49, 50, 58, 248

Biotecnologia  36, 48, 50, 57, 202, 248

Brasil  1, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 13, 25, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 34, 38, 39, 46, 47, 48, 51, 57, 58, 

59, 63, 64, 68, 70, 71, 73, 81, 87, 88, 103, 105, 106, 110, 112, 113, 116, 120, 121, 126, 138, 

151, 152, 153, 154, 155, 163, 170, 180, 181, 182, 183, 192, 194, 195, 198, 200, 201, 204, 

221, 227, 236, 237, 239, 241, 243

C

Centros de Traumatologia  125

Choque séptico  114, 116, 118, 175, 198, 201, 202, 203

Cirrose hepática  239, 240, 244, 246

Cirurgia  32, 223

D

Dengue  3, 10, 11, 12, 13, 14, 21, 23, 24, 25, 36, 37, 40, 41, 46, 62, 95, 96, 97, 99, 100, 

101, 102, 148, 149, 215

Doença de Chagas  51, 57, 180, 182, 183, 215

E

Enterobacteriaceae  156, 157, 158, 159, 160, 162, 164, 165, 167

Epidemiologia  2, 8, 13, 25, 31, 63, 72, 103, 104, 106, 114, 123, 151, 152, 157, 158, 165, 

167, 169, 176, 177, 178, 183, 246

Epidemiológico  9, 23, 27, 29, 58, 69, 72, 73, 74, 81, 103, 107, 114, 120, 121, 122, 134, 151, 

152, 153, 154, 164, 180, 181, 182, 184, 185, 187, 188, 190, 193, 194, 195, 196, 197, 199, 



 
Dinâmica das Doenças Infecciosas 2 250Índice Remissivo

224, 225, 227, 228, 229, 235, 247

Estudantes de Medicina  86, 87, 88, 90, 92, 93

Estudos Transversais  207, 221

F

Febre Amarela  13, 96, 136, 137, 138, 139, 142, 144, 145, 146, 147, 148

G

Gene  17, 24, 25, 53, 81, 132, 137, 144, 148, 149, 157, 159, 160, 161, 162, 163, 164, 165, 

166, 172, 173, 174, 178

H

Hanseníase  71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 207, 215, 217, 221, 

222

Hepatite B  35, 86, 87, 88, 90, 91, 92, 93, 94, 151, 152, 153

Hepatite C  32, 33, 87, 239, 240, 241, 242, 243, 244, 245, 246, 247

hepatite C crônica  239, 240, 244, 247

I

Idosos  83, 192, 196, 197, 198, 199, 200, 201, 202, 203, 217

Infecção  6, 2, 10, 11, 13, 15, 19, 20, 21, 22, 23, 27, 32, 33, 34, 35, 37, 39, 57, 59, 60, 61, 

62, 63, 64, 65, 66, 67, 79, 87, 88, 91, 93, 94, 95, 96, 99, 100, 101, 102, 103, 105, 106, 115, 

116, 118, 119, 120, 121, 124, 125, 126, 128, 129, 134, 135, 136, 137, 138, 139, 142, 144, 

145, 146, 147, 148, 151, 152, 153, 154, 157, 158, 159, 161, 164, 167, 170, 175, 177, 180, 

181, 182, 191, 192, 194, 205, 228, 240, 244, 245, 246

Infecção congênita  60

Infecção Gestacional  60

Infecções Relacionadas a Cateter  125

Infecções Urinárias  125, 163, 176

Internações  3, 5, 6, 122, 123

IRAS  114, 115, 117, 118, 121, 126, 127, 128, 134, 135, 177

L

Leishmania  49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 103, 104, 105, 106, 113

Leishmaniose visceral  58, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 112, 113

Leptospirose  1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9

Letalidade  1, 2, 4, 6, 7, 8, 112, 116, 193, 201



 
Dinâmica das Doenças Infecciosas 2 251Índice Remissivo

M

Malária  3, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 46, 47, 48, 215

Mecanismo de defesa  37, 39

Medicina do Trabalho  86

Meningite  26, 27, 28, 29, 30, 31, 184, 185, 186, 187, 188, 189, 190, 191, 192, 193, 194, 195

Metodologia  4, 52, 83, 88, 107, 116, 128, 153, 199, 207, 221, 227, 239, 244

Microbiologia  25, 59, 125, 167, 248

MicroRNAs  25, 137, 148, 149

miRNA  10, 11, 18, 20, 21, 22, 23, 24, 137, 138, 139, 140, 141, 147, 149

Mortalidade  1, 4, 21, 26, 27, 28, 29, 31, 115, 116, 121, 122, 139, 176, 186, 187, 197, 200, 

201, 202, 203

Mycobacterium avium  230, 231, 234, 235, 236, 237, 238

Mycobacterium leprae  72, 73, 74, 78

N

Nordeste  1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 51, 73, 81, 103, 106, 110, 154, 181, 198, 200

Nutrição  180, 218

O

Óbitos  1, 5, 6, 13, 29, 31, 95, 101, 122, 186, 193, 196, 197, 198, 199, 200, 201, 202

P

Pediatria  100, 101, 102, 224, 225, 226, 227, 229

Perfil de Saúde  185, 188

Perfil Epidemiológico  69, 74, 81, 103, 120, 122, 151, 152, 180, 184, 185, 187, 188, 193, 

196, 197, 199, 224, 225, 227, 228

Plasmídeo  11, 18, 143, 159, 169, 171, 172, 173, 174, 175, 176, 178

Pneumopatias  231

Proteínas de Choque Térmico  50, 57

R

Recém-nascido  95, 96, 97, 100, 101

Resistência  81, 117, 118, 125, 127, 129, 130, 131, 132, 134, 135, 156, 157, 158, 159, 160, 

161, 162, 163, 164, 165, 166, 167, 168, 169, 170, 171, 172, 173, 174, 175, 176, 177, 178, 

179, 215, 231, 232, 233, 234, 235, 236, 242, 243

S

Saúde do Trabalhador  86



 
Dinâmica das Doenças Infecciosas 2 252Índice Remissivo

Saúde Pública  8, 13, 31, 32, 33, 38, 48, 51, 60, 63, 68, 79, 81, 88, 94, 103, 106, 110, 112, 

115, 116, 121, 134, 139, 150, 151, 152, 161, 163, 164, 165, 169, 170, 175, 176, 180, 181, 

183, 185, 186, 195, 201, 202, 204, 205, 222, 239, 246, 248

Sepse  96, 98, 100, 114, 115, 116, 118, 119, 121, 122, 123, 163, 176, 196, 197, 198, 199, 

200, 201, 202, 203, 215, 217, 225, 226, 228

Sepse neonatal  96, 98

Sudeste  1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 32, 34, 152, 154, 200, 241

T

Taxa de resposta virológica  239, 240, 246

Testes de sensibilidade microbiana  231

Títulos de assuntos médicos  207

Toxoplasmose  59, 60, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 99, 215

Trypanosoma cruzi  55, 58, 180

U

UTI  114, 115, 116, 118, 119, 120, 124, 125, 126, 127, 128, 129, 130, 131, 132, 133, 178, 

200, 201

V

Vacina  28, 86, 88, 90, 91, 92, 93, 94, 153, 192

Vigilância Epidemiológica  80, 94, 101, 104, 113, 118, 167, 181, 185, 187, 195, 216

Vírus Dengue  10, 11, 12

Z

Zika vírus  204






