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RESUMO

As fissuras orofaciais séo malformagdes congénitas que comprometem a fisiologia,
morfologia e afetam psicologicamente os pacientes, com etiologia complexa, podendo estar
associada a genética e a fatores ambientais. Os virus sdo um dos fatores ambientais mais bem
relacionados as malformacBes congénitas, sdo parasitas intracelulares obrigatérios e os
organismos mais abundantes do planeta que coevoluem com seus hospedeiros. O exemplo mais
recente de virus associado a malformacdo congénita € o Zika virus, membro do género
Flavivirus, composto por diversos agentes etiologicos de arboviroses, de distribuicdo dinamica
e global, de grande importancia a salide publica como: Dengue virus, Yellow fever virus e West
Nile virus. Como a investigacao dos flavivirus como etiologia de fator ambiental em fissuras
orofaciais € escassa ou até inexistente, o presente estudo objetivou investigar o potencial dos
flavivirus de importancia em satde publica, como etiologia de fissuras orofaciais. Criamos para
nossa analise um método de pontuacdo com sete tOpicos baseado em literatura e
experimentacdo in silico (doenca, passagem transplacentaria, tropismo, dano celular, caso
relatado, analise de similaridade de genoma e transcriptoma entre virus e hospedeiro),
utilizando para obter os genomas virais o NCBI virus e para as analises de similaridade o BLAST
2.12.0, ajustado para buscar apenas sequencias humanas relacionadas a fissuras orofaciais com
o limiar estatistico definido para o E-value <I. Os flavivirus de importancia em satde publica
que apresentaram potencial alto de causar fissuras orofaciais foram os sorotipos 2, 3 e 4 da
espécie Dengue virus e a linhagem 2 da espécie West Nile virus, enquanto o Yellow fever virus,
Japanese encephalitis virus, Tick-borne encephalitis virus e Saint Louis encephalitis virus
apresentaram potencial médio de causar fissuras orofaciais. Quanto aos flavivirus emergentes
no Brasil, a cepa Iguape virus (espécie Aroa virus) apresentou potencial alto, seguido pela
espécie Cacipacore virus e a cepa Rocio virus (espécie Ilheus virus) com potencial médio de
causar fissuras orofaciais. Qualquer agente etioldgico possui potencial de causar malformacdes
congénitas se estiver “no momento e no lugar certo”, porém alguns possuem maior potencial.
Assim, sugerimos que para as espécies Dengue virus, West Nile virus e Aroa virus, que
apresentaram alto potencial para atuarem como agentes etioldgicos de fator ambiental em
fissuras orofaciais, medidas de controle e prevencgéo sejam implementadas, quanto aos vetores
bioldgicos (mosquitos e carrapatos), principalmente para a gestante, e ressaltamos a

necessidade de estudos in vivo e in vitro, para elucidacdo dessas possibilidades.

Palavras-chave: Fenda labial, Fissura palatina, Flavivirus, Etiologia, Fissuras Orofaciais.






ABSTRACT

Investigation of flaviviruses as a possible etiology of environmental factor in non-

syndromic orofacial clefts

Orofacial clefts are congenital malformations that compromise the physiology,
morphology and psychologically, with a complex etiology and may be associated with genetics
and environmental factors. Viruses are one of the environmental factors best related to
congenital malformations, they are obligate intracellular parasites and the most abundant
organisms on the planet that co-evolve with their hosts. The most recent example of virus
associated with congenital malformation is the Zika virus, a member of the Flavivirus genus,
composed of several etiological agents of arboviruses, of dynamic and global distribution and
great importance to public health, such as: Dengue virus, Yellow fever virus and West Nile virus.
As the investigation of flaviviruses as an etiology of an environmental factor in orofacial clefts
IS scarce or even non-existent, the present study aimed to investigate the potential of flaviviruses
of public health importance as an etiology of orofacial clefts. We created for our analysis a
scoring method with seven topics based on literature and in silico experimentation (disease,
transplacental passage, tropism, cell damage, case reported, genome and transcriptome
similarity analysis between virus and host), using to obtain the genomes viral the NCBI virus
and for the similarity analysis the BLAST 2.12.0, adjusted to search only human sequences
related to orofacial clefts with the statistical threshold defined for the E-value <I. The
flaviviruses of public health importance that showed high potential to cause orofacial clefts
were serotypes 2, 3 and 4 of the Dengue virus species and strain 2 of the West Nile virus species,
while Yellow fever virus, Japanese encephalitis virus, Tick-borne encephalitis virus and Saint
Louis encephalitis virus showed medium potential to cause orofacial clefts. As for flaviviruses
emerging in Brazil, the Iguape virus strain (Aroa virus species) had high potential, followed by
the Cacipacore virus species and the Rocio virus strain (llheus virus species) with medium
potential to cause orofacial clefts. Any etiologic agent has the potential to cause congenital
malformations if it is “at the right time and place”, but some have greater potential. Thus, we
suggest that for the species Dengue virus, West Nile virus and Aroa virus, which have high
potential to act as etiological agents of environmental factor in orofacial clefts, control and
prevention measures need to be implemented regarding biological vectors (mosquitoes and
ticks), especially for pregnant women and we emphasize the need for in vivo and in vitro studies

to elucidate these possibilities.



Keywords: Cleft lip, Cleft palate, Flavivirus, Etiology, Orofacial cleft.
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1 INTRODUCAO

As anomalias congénitas afetam aproximadamente 5% dos nascidos vivos, dentre as
quais as alteragdes craniofaciais compdem um grupo de destaque. No Brasil mesmo com a
infrequéncia e dispersdo dos dados estima-se uma variacdo de 0,47 a 2% para cada 1.000
nascidos vivos (SOUZA, 1987; NAZER, 2001; MONLLEO & LOPES, 2006). Essas anomalias
resultam de alteracGes morfoldgicas durante o desenvolvimento embrionério humano, ocorridas
no inicio da vida intrauterina. Possuem uma etiologia complexa e multifatorial com um grande
destaque ao fator ambiental e podem ser caracterizadas em anomalias isoladas e mdltiplas, de
etiologia genética associada ou n&o as sindromes (MONLLEO, 2006; TAN et al., 2013).

Entre as malformacdes craniofaciais mais comuns estdo as fissuras orofaciais (FOs)
acometendo de 0,2 a 0,9% a cada 1000 nascidos vivos (OWENS, 1985; LOFFREDO, 2001).
As FOs geram um grande impacto sobre a vida dos individuos por ela acometidos, afetando
funcgdes basicas como respiracdo, alimentacgdo, fala e estética. Influenciando de forma perene a
salde do paciente (AMARAL, 1996), principalmente devido a estigmatizacdo e exclusdo
social, que interferem no desenvolvimento das relacdes interpessoais, autoestima e integracédo
(CHAN, 2006).

Em um estudo de caso controle pioneiro no Brasil em 1994, Loffredo e colaboradores
investigaram no estado de S&o Paulo, um vasto perfil epidemioldgico, incluindo a analise
quantitativa de fatores ambientais relacionados a polui¢do, uso de drogas, doencas da mae nos
primeiros meses gestacionais, exposicao a herbicidas e a pesticidas em lavouras, exposi¢ao a
radiacdo e hereditariedade, colaborando de forma significativa com a investigacao da etiologia
multifatorial dessas anomalias demonstrando que a hereditariedade e poluicdo eram o0s
principais fatores de risco da populacdo estudada (LOFFREDO et al., 1994). Demonstrando
assim a necessidade de conhecimento dos fatores ambientais envoltos nas FOs.

Um dos principais fatores ambientais, para a ocorréncia de alteracbes embrionarias
apresentados na literatura, séo os virus (WIGG et al., 2013). Os virus sdo organismos acelulares
com comportamento parasitario a nivel intracelular, possuindo RNA (Acido ribonucleico) ou
DNA (Acido desoxirribonucleico). Estimativas apontam que os virus sao a entidade biolégica
mais abundante do planeta (BREITBART; ROHWER, 2005), existindo pelo menos um para
cada organismo celular ja estudado (KOONIN et al., 2006). As viroses mais populares no Brasil
estdo relacionadas a artropodes e humanos e sdo denominadas arboviroses “arthropod borne
viroses”, consideradas como uma das principais classes de doencgas infecciosas emergentes

(GUBLER, 2001). Os virus se multiplicam nos hospedeiros e nos artrépodes hematdfagos e séo
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transmitidos para novos vertebrados susceptiveis, através da picada do vetor infectado,
recomegando assim o ciclo epidemiolégico (WHO, 1967; MOORE et al., 1993).

Devido a grande diversidade, os virus sdo usualmente organizados em reino, dominio,
filo, classe, ordem, familia, género e espécie que possuem caracteristicas morfoldgicas e
filogenéticas semelhantes. No reino Riboviria (virus de RNA), dentro da familia Flaviviridae e
género Flavivirus estdo localizados algumas das arboviroses de maior importancia para saude
publica, como Dengue virus (Virus da Dengue - DENV), Yellow fever virus (Virus da Febre
Amarela - YFV), West Nile virus (Virus do Oeste do Nilo - WNV) e o Zika virus (Virus Zika -
ZIKV), que recentemente se tornou alvo de intensas pesquisas (WHO, 2016; ICTV, 2021).

Os membros do género Flavivirus sdo distribuidos por todo globo e sdo agentes
etiologicos de diversas epidemias de dificil controle, devido suas caracteristicas
epidemioldgicas dinamicas (MACKENZIE, GUBLER, PETERSEN, 2004). Esses virus sdo
divididos em trés grupos filogenéticos: FVTCs - flavivirus transmitidos por carrapatos, FVTMs
— flavivirus transmitidos por mosquitos e os FVTVDs — flavivirus transmitidos por vetores
desconhecidos (KITCHEN, SHACKELTON, HOLMES, 2011).

Em geral os FVTMSs possuem caracteristicas semiologicas similares. O individuo pode
apresentar mialgia, dor articular, eritema maculopapular de forma variada e estado febril, tais
sintomas acometem de 20 a 40% dos infectados (MUSSO et al., 2014). O doente também pode
apresentar vertigem e disfungdes digestivas. Isto pode ser explicado pelas caracteristicas de
replicacdo viral que majoritariamente ocorrem no figado. A transmissdo € realizada
principalmente pela picada de um inseto, sendo até o momento os mosquitos (Aedes spp,
Albopictus spp), os vetores mais comuns relacionados ao contagio (PETERSEN et al., 2016).

Outras formas de transmissdo também foram evidenciadas em algumas viroses causadas
pelo ZIKV e DENV: pela via sexual (FOY, et al., 2011; LOPES et al., 2014; MUSSO et al.,
2015; HILLS et al., 2016; WHO, 2016) e por transfusdo sanguinea (MUSSO et al., 2014;
VASQUEZ et al., 2016). Além disso estudos apontam a deteccédo de particulas virais na urina e
saliva dos individuos infectados (MUSSO et al., 2014; RATHER et al., 2017).

Na Polinésia Francesa, foram relatados dois casos de transmissdo perinatal do ZIKV
durante o surto em 2013 e 2014. O RNA viral estava presente nas maes e nas criangas e também
no leite materno. A possivel via de transmissdo seria a transplacentaria, a qual ja tinha sido
confirmada para outras arboviroses como o DENV, WNV e YFV (BESNARD et al., 2014).

A infeccdo pelo ZIKV foi associada atualmente com alteragdes no periodo embrionério,
no caso da microcefalia. Além disso 0 ZIKV e DENV estdo sendo relacionados a transtornos

imunologicos como a Sindrome de Guillain-Barré (SGB). O que aumentou a atencdo da
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comunidade médica e cientifica sobre o que pode ser a causa agravante durante a infeccdo de
agentes pertencentes ao género Flavivirus (MUSSO, 2015; CAO-LORMEAU et al., 2016;
RASMUSSEN et al., 2016).

Em 2016 foi relatado trés casos de FOs possivelmente ligadas a infeccdo pelo ZIKV
(GUIMARAES et al., 2016), 0 que proporcionou uma Visio expansiva para a etiologia das
fissuras. Em outros dois trabalhos foram evidenciados a presencga de FOs e outras malformagdes
em neonatos expostos ao ZIKV (FONTELES, 2018; RODRIGUEZ-MORALES, 2018).

Um dos FVTCs mais conhecidos é o Tick-borne encephalitis virus (Virus da Encefalite
do Carrapato - TBEV) presente na Asia e Europa. Os sintomas relacionados ao TBEV variam
de sindromes febris a meningoencefalites com aproximadamente 30% de mortalidade
(KAISER, 2008; MANSFIELD et al., 2009; PIERSON, DIAMOND, 2013). Milhares de casos
sdo registrados a cada ano (CDC, 2018) e o ciclo da doenca é mantido pelo carrapato Ixodes
persulcatus (I. persulcatus) que se alimenta de animais vertebrados (KAISER, 2008). Também
ocorre no hospedeiro a replicacdo viral em tecido dérmico permitindo a transmissdo pelo leite
materno (LABUDA et al., 1996). Ja os FVTVDs ndo sdo associados a doengas humanas
conhecidas, porém casos de viroses por Apoi virus (Virus Apoi - APOIV) com sintomas
classicos como febre, artralgia e mialgia foram identificados em acidentes laboratoriais
(BLITVICH; FIRTH, 2017).

Diferente do padréo in vivo e in vitro, o presente trabalho utilizou de metodologia in
silico (por meio de dados publicos do NCBI) e revisdo de literatura para gerar uma teoria sobre
o potencial dos flavivirus de importancia em salde publica de atuar como agente de fator
ambiental na causa de FOs. O in silico surgiu a partir da area da bioinformatica, que utiliza
softwares e dados (genomas, proteomas, transcriptomas) para a analise virtual dos sistemas
bioldgicos, o que seria limitante para as metodologias cientificas classicas, considerando a
guantidade de dados na era dos sequenciamentos. Esta analise computacional dos sistemas
biol6gicos consegue auxiliar no processamento da quantidade de dados gerados, sendo inviavel
para o pesquisador analisar um genoma a méo ou com experimentos moleculares isolados e que
muitas vezes exigem equipamentos e insumos laboratoriais caros, que ao final da investigacéo
geram resultados parciais ou até mesmo inconclusivos sobre a hipo6tese investigada VERLI,
2014).

Por se tratar de uma entidade clinica, de etiologia multifatorial, as FOs possuem lacunas
gue ainda néo estdo definidas sobre a possibilidade e o potencial dos flavivirus de importancia
em salde publica, atuarem como agentes teratogénicos dessas alteragdes. Considerando a

importancia dessas infecgdes virais e 0 acréscimo das pesquisas de etiologia das FOs, justificou-
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se a realizacdo da investigacdo in silico do potencial dos flavivirus de causarem FOs, a fim de
contribuir para o melhor entendimento sobre potenciais agentes envolvidos na etiologia e

consequentemente reforcar a necessidade de melhores estratégias de controle e prevencao.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Realizar pesquisa in silico de flavivirus de importancia em saude publica e seu potencial

como agentes etioldgicos de fissuras orofaciais ndo sindrémicas.

2.2 OBJETIVO ESPECIFICO

Realizar pesquisa in silico para verificar o potencial dos flavivirus emergentes no Brasil

como agentes etioldgicos de fissuras orofaciais ndo sindrémicas.
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3 RELACAO ENTRE OS ARTIGOS

3.1 Malformac6es congénitas

Malformacdes congénitas séo definidas como anomalias estruturais e/ou funcionais que
ocorrem durante a vida intrauterina. Aproximadamente 50% de todas malformacbes néo
possuem uma causa especifica, muitas sao consideradas como doenca complexa tendo relacéo
com diversos fatores de risco (WHO, 2020). Sdo fatores etioldgicos relacionados as
malformacdes congénitas:

Genética: MutacGes em genes especificos e consanguinidade estdo relacionados as
malformacdes, sendo que o Ultimo pode dobrar as chances de morte, desordens intelectuais e
aparecimento de anomalias (WHO, 2020).

Fatores socioecondmicos e demograficos: Aproximadamente 94% das malformacGes
severas ocorrem em paises subdesenvolvidos. Essa estimativa pode estar relacionada a
precariedade de saneamento basico, condi¢fes nutricionais e eficacia do sistema de saude. A
idade da mée durante a gestacdo, também é um fator relevante para a investigacdo etioldgica
das malformagdes (WHO, 2020).

Fatores ambientais: Exposicdo da mée a pesticidas e outros produtos quimicos, drogas
licitas e ilicitas e radiacdo também aumentam consideravelmente o risco de malformagdes
(WHO, 2020).

Infecgbes: Exposicado a certas infeccdes durante o periodo gestacional esta relacionado
ao risco de malformagdes, como exemplo mais atual podemos citar a sindrome congénita
causada pelo ZIKV (WHO, 2020).

Muitas malformac6es podem ser tratadas com correcdes cirargicas e quanto a desordens
sanguineas o tratamento medicamentoso desde cedo pode melhorar a qualidade de vida do
paciente. Uma das principais formas de prevencdo, associada a presente tese, € 0 screen de
agentes etiologicos associados as malformagdes durante a gestacao e/ou durante o planejamento
para engravidar e a educacao dos profissionais da salde sobre os fatores de risco, envolvidos

na patologia complexa da maioria das malformag@es congénitas (WHO, 2020).

3.1.1 Fissuras orofaciais

Fissuras orofaciais sdo caracterizadas como fendas ou aberturas que usualmente

ocorrem no labio e/ou palato. Sendo uma das malformagdes mais comuns, acometendo 1 em
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cada 700 nascidos vivos, porem essa prevaléncia pode variar entre as diferentes etnias sendo
maior respectivamente nos individuos de ascendéncia asiatica (1 em cada 440 nascimentos),
seguidos de caucasoides (1 em cada 650 nascimentos) e negros (1 em cada 2 mil nascimentos)
(DIXON, 2011; FREITAS et al., 2012).

A formacéo das fissuras orofaciais pode ocorrer até a 122 semana de vida intrauterina,
seguindo a ordem de formacdo embrioldgica, porque a face esta pronta logo no inicio da
gestacdo. Apos tal periodo apenas se adapta a proporcao ao cranio e ao corpo (SILVA FILHO;
FREITAS, 2007; FREITAS et al., 2012). Independente de qual processo embrioldgico seja
afetado, a etiologia das fissuras orofaciais ocorre por falta de fusionamento tecidual, ou seja, ha
uma transformacdo em nivel molecular que altera a biologia celular, prejudicando assim sua
diferenciacdo, multiplicacdo e migracdo (OWENS; JONES; HARRIS, 1985; LOFFREDO;
FREITAS; GRIGOLLI, 2001).

A formacdo embrioldgica do labio e do palato ocorre a partir dos dois primordios
principais, o palato priméario que d& origem a estruturas centrais, como columela nasal, filtro e
tubérculo labial, pré-maxila. E por sua vez o palato secundario que origina 0S pProcessos
palatinos. O referencial anatdmico de separacdo dos dois primdrdios é o forame incisivo, como
apresentado na Figura 1 (SILVA FILHO; FREITAS, 2007; FREITAS et al., 2012).

Palato primario

Forame
incisivo

Forame
incisivo

./ 5 3
. ——

\1
\
\\
\

f
/

' ",‘ \‘I‘ “‘ !’ ‘I,~ \‘I \ \
'} " |\ " ' J " |.
| | \ | | | | \
' I ' Palato secundario
A B

Figura 1. Representacdo da Maxila e do Forame Incisivo.
Legenda: A — O forame incisivo como referéncia anatbmica, B — A formacdo embriolégica da maxila.
Fonte: HRAC/USP, 2021.
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A morfologia das FOs foi classificada em quatro grupos por Spina e colaboradores
(1972) utilizando o forame incisivo como ponto principal, com isso é possivel elucidar sua
origem embrioldgica.

Grupo I: Composto por fissuras pré-forame incisivo, podendo ser unilaterais (direita
ou esquerda), bilateral ou mediana. Se toda a extensdo do palato primario ao forame incisivo
for afetado pela fissura sdo chamadas de completas, do contrario incompletas. Apresentadas
como fissuras do palato primario na Figura 2 (SILVA FILHO; FREITAS, 2007).

Grupo Il: Integra as fissuras transforame incisivo que afetam o palato primario e
secundario, também subdivididas em unilateral (direita ou esquerda), bilateral ou mediana.
Apresentadas como fissuras do palato priméario e secundario na Figura 2 (SILVA FILHO;
FREITAS, 2007).

Grupo I1: Compdem as fissuras pds-forame incisivo que afetam o palato secundario e
de acordo com sua extensédo até o forame incisivo sdo chamadas de completa ou incompleta.
Apresentadas como fissuras do palato secundario na Figura 2 (SILVA FILHO; FREITAS,
2007).

Fissuras do palato primario

ATATATA

Fissuras dos palatos primario e secundario

AYAYAYAN

Fissuras do palato secundario

LA

Figura 2. Representacdo dos Grupos I, 11 e 111 de Spina e colaboradores (1972).
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Legenda: Fissuras do palato priméario — Grupo | (Fissuras pré-forame incisivo), Fissuras dos palatos
primério e secundario — Grupo Il (Fissuras transforame incisivo), Fissuras do palato secundario — Grupo
111 (Fissuras pds-forame incisivo).

Fonte: SILVA FILHO; FREITAS, 2007.

Grupo 1V: Inclui as fissuras raras da face que podem afetar bochecha, ossos da face e
do cranio, palpebras, orelha e nariz (SILVA FILHO; FREITAS, 2007).

A reabilitacdo fisica e funcional das FOs dependem de seu tipo, com intervengdes
cirurgicas, fonoaudiologicas, odontoldgicas e psicoldgicas em tempos oportunos considerando
o0 crescimento e qualidade de vida do paciente. A classificacdo de Spina e colaboradores (1972)
e todas as intervencdes de reabilitacdo do paciente com fissura orofacial s&o utilizadas no
Hospital de Reabilitacdo de Anomalias Craniofaciais da Universidade de S&o Paulo
(HRAC/USP), o qual por sua vez é referéncia internacional na reabilitacio de FOs
(HRAC/USP, 2021).

3.2 Virus

Os virus recentemente foram definidos pelo International Committee on Taxonomy of
Viruses (ICTV) como elementos genéticos moveis constituidos de ao menos uma proteina que
encapside um acido nucleico e este Gltimo deve ter em seu codigo as instru¢cbes moleculares
para a sintese de suas proteinas (ICTV, 2021b). Historicamente caracterizados por passar em
filtros que retém bactérias, esse grupo numeroso de organismos podem infectar todos os demais
seres vivos, manipulando a célula hospedeira de acordo com suas necessidades bioldgicas
(CONDIT, 2013).

A classificacao criada por David Baltimore é comumente utilizada para ordenar a grande
variedade genética dos virus e tem por base o tipo de material genético e seu caminho molecular,
culminando no &cido ribonucleico mensageiro (BALTIMORE, 1971), como demonstrado na

Figura 3.
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Figura 3. Classificagéo de Baltimore.

Legenda: Group — Grupo, DNA — Acido desoxirribonucleico, RNA — Acido ribonucleico, + — Sentido
de leitura 5°-3°, - — Sentido de leitura 3°-5°, Reverse Transcription — Transcricao reversa, mRNA — Acido
ribonucleico mensageiro, Proteins — Proteinas.

Fonte: HULO et al., 2011.

Os virus precisam introduzir suas coordenadas genéticas na célula hospedeira e
manipular a maquinaria celular para a sua replicacdo, também chamada de biossintese viral
(HELENIUS, 2013). Para que isso ocorra existem etapas moleculares essenciais:

Adsorcao: O virion se conecta aos receptores celulares, algumas ligagdes quimicas
nessa etapa podem ser reversiveis, dependendo das constituicbes quimicas do processo
(HELENIUS, 2013).

Penetracdo: A passagem da particula viral pela membrana citoplasmatica pode
ocorrer de variaveis formas, a depender da estratégia viral e do receptor utilizado na etapa
anterior (HELENIUS, 2013), um exemplo pode ser observado na Figura 4.
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Cytoplasm
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A 3 Clathrin-mediated
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B Caveolar
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D Nonclathrin
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E Macropinocytosis

Figura 4. Mecanismos de Penetracédo Viral.

Legenda: Cytoplasm — Citoplasma, A — Endocitose mediada por clatrina, B — Endocitose mediada por
caveolina, C — Endocitose mediada por jangada lipidica, D — Endocitose ndo mediada por clatrina e
caveolina, E — Macropinocitose.

Fonte: HELENIUS, 2013.

Desnudamento: Em virions, que infectam células animais, esse processo ocorre
majoritariamente por acidificacdo da particula viral no endossomo, entdo as mudancas
conformacionais ocorridas, ocasionam a liberacdo do material genético viral (HELENIUS,
2013).

Replicacdo: O processo de replicagdo viral tem por objetivo copiar o proprio
genoma viral e utilizar os mecanismos de sintese proteica do hospedeiro para a criacdo das
proteinas estruturais que irdo compor as novas particulas virais, para iSso € necessario que o
virion utilize enzimas proprias e do hospedeiro para guiar o processo molecular até 0 RNAm
(WHELAN, 2013). Para ilustracdo desse processo, na Figura 5 é apresentado um esquema

basico de replicacdo de virus constituidos de DNA e na Figura 6 de RNA.

dsDNA

ssDNA
U0

Adeno s

Hepadna* sy gt

Heroes RNA pol I , | MRNA dsDNA e

Papilloma T 4] Cellular R, Cellular Parvo

Po'yoma RNA pol Il DNA pol

Virion
ﬂ?dfzr Transcriptase /
Pox

Figura 5. Replicacdo de Virus de Acido Desoxirribonucleico (DNA).
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Legenda: dsDNA — Acido Desoxirribonucleico de fita dupla, ssDNA — Acido Desoxirribonucleico de
fita simples, Cellular RNA pol Il — Polimerase Il, Virion Transcriptase — Transcriptase viral, mMRNA —
Acido Ribonucleico mensageiro.

Fonte: WHELAN, 2013.

+ ssRNA dsRNA -ssRNA
Picorna Reo Rhabdo
Flavi Viril gusiomes Birna virion | Filo
Calici act as mRNA RdRp  Borna
Astro l Virion / Paramyxo

RdRp Orthomyxo
Toga Bunya
Corona * | MRNA | &—
Arteri Cellular \
Noda | RNA pol II
Tetra I Virion
RdRp
dsDNA
S + ssRNA
Virion J i 5 Cellular
RTase Arena RNA pol Il
Retro st (Bunya) ; Delta virus

Figura 6. Replicacdo de Virus de Acido Ribonucleico (RNA).

Legenda: +ssRNA — Acido Ribonucleico de fita simples com polaridade positiva, dsRNA — Acido
Ribonucleico de fita dupla, #ssRNA — Acido Ribonucleico ambisenso, -ssRNA — Acido Ribonucleico de
fita simples com polaridade negativa, dsSDNA — Acido Desoxirribonucleico de fita dupla, Cellular RNA
pol Il — Polimerase Il, Virion RTase — Transcriptase Reversa, Virion RdRp — RNA polimerase RNA
dependente, MRNA — Acido Ribonucleico mensageiro.

Fonte: WHELAN, 2013.

Brotamento: O processo de saida dos virions é varidvel da espécie viral e se 0
virion possui envelope ou ndo. O envelope viral é constituido de uma bicamada fosfolipidica
derivada da membrana citoplasmatica ou de membranas de organelas. A saida do virion da
célula da inicio novamente ao ciclo de infeccdo e pode trazer danos irreversiveis, seja por lise
ou exaustdo (HUNTER, 2013). As diversas vias de brotamento viral estdo representadas na

Figura 7.
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Figura 7. Brotamento Viral.

Legenda: Cytoplasmatic transcription and replication — Transcri¢do e replicacdo citoplasmaética, Viral
factory — Fabrica viral, Nuclear transcription and replication — Transcricdo e replicacdo nuclear,
Cytoplasmic capsid assembly/packaging — Montagem citoplasmatica do capsideo, Inclusion body —
Corpo de inclusdo, Nuclear capsid assembly/packaging — Montagem nuclear do capsideo, Nuclear exit
— Saida do nucleo, Nuclear Envelope breakdown — Quebra do Envelope Nuclear, Nuclear egress — Saida
do nucleo, Nuclear pore export — Exportacdo via poro nuclear, Transport — Transporte, Cytoplasmic
viral particle — Particula viral no citoplasma, Microtubule transport — Transporte via microtubulos,
Actin transport — Transporte via actina, Lyses — Lise, Budding — Brotamento, via ESCRT — Complexos
de endossomos de transporte, via ESCRT-independent — Via independente de complexos de endossomos
de transporte, by cellular exocytoses — Por exocitose celular, at Plasma Membrane — Na Membrana
Citoplasmética, Fungus hiphal anastomosis — Via rede de hifas (via presente apenas em fungos),
Nanotubules — Nanotubos de Membrana, Syncytium — Sincicio, Cell to cell transport — Transporte direto
de célulaa célula, Exit out of cell — Saida da célula, Virion maturation — Maturacdo do virion, Enveloped
virion — Virion envelopado, Non-enveloped virion — Virion ndo envelopado.

Fonte: HULO et al., 2011.
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A chance da presenga do virus no tecido celular hospedeiro trazer dano sédo dependentes
de diversas e complexas variaveis, como o estado nutricional, idade e sexo do hospedeiro,
suscetibilidade e permissividade celular, a capacidade regenerativa das células infectadas, como
o0 sistema imune ird responder a infeccdo, se a espécie viral propicia infecgcfes residuais e/ou
cronicas. O potencial de dano pode envolver morte celular, efeitos citopaticos (alteragdes de
morfologia, fisiologia, diferenciacdo e multiplicacdo) que podem levar a inimeras patologias,
como problemas vasculares, distarbios hormonais, disturbios relacionados ao desiquilibrio de
citocinas (o que pode levar a morte de células ndo infectadas), inducdo de febre, caquexia,
alteracdo de fluidos e eletrdlitos, formacdo de tumores e indugdo de distarbios autoimunes. O
dano celular pode ser ocasionado de forma direta pela biossintese viral e/ou de forma indireta
pelo ataque do sistema de defesa do hospedeiro, além de que a interacdo viral com a genética
do hospedeiro também € evidente, podendo ativar fenotipos e interagir com diversas cascatas
génicas. Independente da forma que a replicacdo dos virions ocorrem, sua interagdo com a
celula hospedeira deve ser considerada no minimo dindmica (HEISE; VIRGIN, 2013). Para
exemplificar essa dindmica relacdo entre virus e célula, a Figura 8 apresenta um esquema de

alteracdes celulares presentes na infeccdo por um papiloma virus.

Virus Infection Changes with Differentiation of a Cell

[N -\ 7
S Virus release
/~ _
ﬂ', = ) - Packaging
- w < i
: <] 21 9
= w D
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= =
o w = =
i Genome _
Mo amplification
L L =
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i
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Figura 8. Dindmica de Interagédo Virus-Células com o Exemplo de Papiloma Virus.
Legenda: Virus Infection Changes with Differentiation of a Cell — Mudangas na infecgéo viral com a
diferenciagéo celular, Genome maintenance — Manuten¢do do genoma, Proliferation — Proliferacgéo,
Genome amplification — Amplificacdo do genoma, Packaging — Empacotamento, Virus release —
Brotamento viral, E1-E7, L1, L2 — Genes virais — Viral DNA — Acido desoxirribonucleico viral.

Fonte: HEISE; VIRGIN, 2013.
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3.2.1 Flavivirus

O género Flavivirus possui 53 espécies em sua taxonomia. E membro da familia
Flaviviridae, ordem Amarillovirales, classe Flasuviricetes, filo Kitrinoviricota, dominio
Orthornavirae e reino Riboviria (ICTV, 2021a). Esses virions integram a classe 4 da escala de
Baltimore com um genoma RNAfs+ circundado por um capsideo icosaédrico e um envelope
fosfolipidico como demonstrado na Figura 9 (PERSON, LAZEAR, DIAMOND, 2020).

T=3-like organization
of surface dimers

Figura 9. Representacéo do Virion do Género Flavivirus.

Legenda: Em verde no interior do icosaedro € apontado o acido ribonucleico gendémico (Genomic RNA)
circundado pelo capsideo formado pela proteina C (C protein) também representada em verde. Em azul
claro é representado o envelope fosfolipidico adquirido no reticulo endoplasmatico durante a biossintese
viral. Em laranja é representado a proteina de membrana (M protein) que serve de ancoragem para 0s
dimeros de proteina do envelope (E dimer) representados pela cor amarela formando um arranjo
molecular em triade na superficie do virion (T=3-like organization of surface dimers).

Fonte: HULO et al., 2011.

Durante sua biossintese seu genoma é traduzido em uma poliproteina posteriormente
clivada por enzimas celulares e virais nas proteinas estruturais C, prM, E e nas proteinas ndo
estruturais NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5 apresentado na Figura 10 (PERSON,
LAZEAR, DIAMOND, 2020).
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Figura 10. Representacdo da Traducdo de Proteinas dos Flavivirus.

Legenda: O 4acido ribonucleico de fita simples com polaridade positiva dos flavivirus possuem uma
Unica regido aberta de leitura, por sua vez traduzida em uma poliproteina posteriormente clivada por
enzimas celulares (Signal peptidase e Golgi protease) e viral (NS3 protease). A clivagem da poliproteina
gera as proteinas estruturais Capsideo (C), pré-Membrana (prM), Envelope (E) e as proteinas ndo
estruturais 1, 2A,2B, 3, 4A, 4B e 5.

Fonte: HULO et al., 2011.

Quando um flavivirus se adere a uma célula susceptivel e permissiva, ocorre endocitose
mediada por clatrina seguida de acidificacdo pelo endossomo, a fusdo de membranas
fosfolipidicas ocorre por pH-dependente liberando o genoma no citoplasma celular. O genoma
viral se adere ao reticulo endoplasmatico (RE) onde segue a traducéo, replicacdo e montagem.
Para 0 brotamento, o virion é encaminhado via aparelho de Golgi (AG) sofrendo maturacédo
pela clivagem da pr e é liberado no meio extracelular para continuar seu ciclo. Durante a
biossintese dos flavivirus é frequentemente observado o rearranjo de membranas celulares para
atender sua alta demanda de producéo, transporte e liberacdo viral (Figura 11) (PERSON,
LAZEAR, DIAMOND, 2020).
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Figura 11. Biossintese dos Flavivirus.

Legenda: A entrada do virion é por endocitose mediada por clatrina (Clathrin-mediated endocytosis)
seguido de desnudamento (Uncoating) mediado por fusdo no endossomo (pH-dependente). A traducdo
ocorre na membrana do reticulo endoplasmatico (ER). O genoma é replicado em uma vesicula que
possua proteinas virais de estabilizacdo do acido ribonucleico viral, e por sua vez, a montagem onde o
envelope é derivado da membrana do reticulo endoplasmatico. O transporte é realizado pelo aparelho
de Golgi com dependéncia de pH. Pouco antes do brotamento o virion sofre maturacéo pela furina
(Furin) celular ao clivar a proteina estrutural pré-Membrana em proteina estrutural Membrana. O virion
é entdo liberado no meio extracelular junto com o0s resquicios do processo de maturagdo (pr release).
Fonte: PERSON, LAZEAR, DIAMOND, 2020.

A maioria dos flavivirus sdo transmitidos por artropodes, o que os definem também
como arbovirus (arthropod-borne virus), causando de forma variavel desde sintomas febris e
articulares a encefalites e febres hemorragicas (PIERSON, DIAMOND, 2013). Os flavivirus
geralmente possuem tropismo por visceras e a derme € o local inicial da infeccdo devido ao

suprimento alimentar sanguineo dos artropodes. As células inicialmente infectadas sé&o
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queratindcitos e dendriticas (LIM et al., 2011). O repasto sanguineo do artrépode libera de 103
a 10° UFP (unidades formadoras de plaques) (SCHNEIDER et al., 2006). A defesa inata do
hospedeiro é suprimida por proteinas da saliva do artropode aumentando a replicacéo viral no
local da picada e facilitando a chegada dos virus no linfonodo (SCHNEIDER, HIGGS, 2008) e
deste se inicia a viremia. A capacidade neurotrdpica dos flavivirus depende da duracdo de
viremia, fatores de viruléncia e condig¢des do sistema de defesa do hospedeiro, por sua vez todas
essas caracteristicas sdo variaveis de determinantes geneticas virais e do hospedeiro que em sua
maior parte seguem desconhecidas (LINDENBACH et al., 2013).

3.3 Bioinformatica

Analises que utilizam as variadas metodologias da area de bioinformatica sdo também
chamadas de método in silico, que significa por meio de uma simulacdo computacional,
acompanhando em mesmo grau de evidéncia os métodos in vitro e in vivo, pois também possui
modelos estatisticos robustos para comprovar ou refutar as hipdteses investigadas. E claro que
0 método cientifico denota a complementariedade de diferentes formas de evidéncia sobre o
ponto investigado, e 0 método in silico funciona como mais uma peca do quebra-cabeca e uma
peca essencialmente relevante para a exclusdo de pesquisas in vitro e in vivo que seriam no
minimo redundantes ou até desnecessarias. Podemos exemplificar da seguinte forma, se seu
experimento in silico gerou um resultado estatisticamente relevante e que a droga que esta
testando ndo funciona para a finalidade buscada em sua hipotese, porque entdo utilizar os
métodos in vivo e in vitro para investigar a mesma coisa? Considerando que 0os métodos in
silico, para predicdo de interacdo molecular, sdo atualmente referenciais para produgdo de
novos medicamentos (UT, 2020).

Os dados gerados com o0s experimentos in vitro sdo no minimo dindmicos e essa
complexidade muda de cenério dependendo de qual € o foco estudado “genoma, transcriptoma,
proteoma, metaboloma”. Do genoma ao metaboloma € necessario o uso de inimeros softwares
e combinacg0es de algoritmos diferentes para a analise de dados. E esse cenario de possibilidades
no método in silico estd em constante expansdo, podendo se estudar em diversos aspectos, como
por exemplo, predizer sua histdria evolutiva e algumas vezes até estimar ha quanto tempo tal
processo de divergéncia ocorreu, como determinada proteina pode interagir em uma via
metabolica, ou como um gene alterado pode interferir em toda cascata génica de determinado

processo, busca por homologias, similaridades, etc... (UT, 2020).
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Seguindo a linha de exemplificagdo citada anteriormente, a pesquisa de Calligari e
colaboradores (2020) utilizou softwares de simulacdo de interacdo de proteinas que
investigaram o potencial dos farmacos antivirais contra 0 Severe acute respiratory syndrome-
related coronavirus 2 (SARS-CoV-2) evidenciando regides da proteina S susceptiveis (Figura
12), ressaltando ao final de seu trabalho, a importancia dos estudos computacionais para

entender interacdo molecular, no caso, com o objetivo de encontrar uma melhor terapéutica.

Figura 12. Simulagdo Computacional de Regides da Proteina S do SARS-CoV-2 Potencialmente
Susceptiveis a Antivirais.

Legenda: A — Enfuvirtida apresentada em fita ligada ao capeamento trimérico representado na regido
verde circular, B — Regides de atracdo do Umifenovir apresentadas em violeta, entre 0s dominios de
ligacdo do receptor (RBD), C — Na mesma regido molecular que a imagem B, porém apresentando as
regides de atracdo do Pleconaril, SARS-CoV-2 - Severe acute respiratory syndrome-related coronavirus
2.

Fonte: CALLIGARI et al., 2020.

3.4 Justificativa

Com base no dindmico controle que os virus podem exercer sobre as células hospedeiras
e suas possiveis consequéncias é plausivel associarmos uma parte da etiologia ambiental das
fissuras orofaciais as flaviviroses congénitas, pois estas envolvem o ndo funcionamento
adequado das células, o que por sua vez, causa 0 nao fusionamento tecidual. Utilizando
simulacdo computacional em busca de similaridades (com dados de acesso publico) e os dados
existentes em literatura como base para formar a teoria, a presente tese busca iniciar um
panorama de investigacao inédito, utilizando flavivirus, de importancia em sadde publica, tdo

presentes em nossa sociedade, e 0 seu potencial de causar fissuras orofaciais.
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4.1 Artigo 1

Artigo configurado de acordo com as normas do The Cleft Palate-Craniofacial Journal

O potencial dos flavivirus de importancia em saude publica como etiologia de fator

ambiental em fissuras orofaciais ndo sindrémicas

Resumo

Objetivo: A proposta do presente estudo foi investigar o potencial dos flavivirus de importancia
em saude publica como etiologia de fissuras orofaciais.

Métodos: Criamos para nossa analise um método de pontuacdo com sete topicos baseado em
literatura e experimentacdo in silico (doenca, passagem transplacentaria, tropismo, dano
celular, caso relatado, analise de similaridade de genoma e transcriptoma entre virus e
hospedeiro), utilizando para obter os genomas virais, 0 NCBI virus e para as analises de
similaridade o BLAST 2.12.0 ajustado para buscar apenas sequencias humanas relacionadas as
fissuras orofaciais com o limiar estatistico definido para o E-value <I.

Resultados: Os flavivirus de importancia em satde publica que apresentaram potencial alto de
causar fissuras orofaciais foram os sorotipos 2, 3 e 4 da espécie Dengue virus e a linhagem 2
da espécie West Nile virus, enquanto o Yellow fever virus, Japanese encephalitis virus, Tick-
borne encephalitis virus e Saint Louis encephalitis virus apresentaram potencial médio de
causar fissuras orofaciais. Quanto ao Zika virus, mesmo cepas associadas a casos de
microcefalia ndo apresentaram alto potencial relacionado as fissuras orofaciais, estas
permanecendo com potencial médio.

Conclusédo: Sugerimos que medidas de controle e prevencdo sejam implementadas envolvendo
as espécies Dengue virus e West Nile virus, que possuem alto potencial para atuarem como

agentes etioldgicos de fator ambiental em fissuras orofaciais.

Palavras-chave: Fenda labial, Fissura palatina, Flavivirus, Etiologia, Fissuras Orofaciais.

Introducéo

As anomalias congénitas sdo consideradas um problema de saude publica e afetam
mundialmente aproximadamente 5% dos nascidos vivos, dentre as quais as alteragdes

craniofaciais se destacam (Nagem, 1968; Souza, 1987; Nazer, 2001). Essas anomalias resultam
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de alteracdes morfoldgicas no desenvolvimento embrionario. Possuem uma etiologia complexa
e multifatorial com destaque a participacdo do fator ambiental e podem ser caracterizadas em
anomalias isoladas e multiplas, de etiologia genética associada a sindromes ou nao (Monlleo,
2006). Entre as malformacg6es craniofaciais mais comuns estdo as fissuras orofaciais (FOSs)
acometendo de 0,2 a 0,9% a cada 1000 nascidos vivos (Owens, 1985; Loffredo, 2001). As FOs
geram significante impacto sobre a vida dos individuos por ela acometidos, afetando funcGes
basicas como respiracdo, alimentacao, fala e aparéncia. Influenciando diretamente a satde do
paciente (Amaral, 1996), bem como seu desenvolvimento social devido a estigmatizacéo e
exclusdo (Chan, 2006). A formacdo das FOs ocorre no primeiro trimestre de gestagdo (até a 122
semana da vida intrauterina) (Silva Filho; Freitas, 2007), neste periodo a alteracdo do processo
embrioldgico natural pode acarretar danos anatémicos. A etiologia das FOs é definida pela
auséncia de fusionamento tecidual, ou seja, ocorrem alteracdes a nivel molecular que altera a
biologia celular, prejudicando os processos de diferenciacdo, multiplicacdo e migracdo das
células que realizariam o fusionamento tecidual (Owens; Jones; Harris, 1985; Loffredo; Freitas;
Grigolli, 2001).

Um dos fatores ambientais para a ocorréncia de alteracbes embrionarias descrito na
literatura sdo os virus (Wigg et al.,, 2013). Os virus sdo organismos acelulares com
comportamento parasitario a nivel intracelular, possuindo RNA (Acido ribonucleico) ou DNA
(Acido desoxirribonucleico). As viroses relacionadas a artropodes e humanos sdo denominadas
arboviroses “arthropod borne viroses”, consideradas como uma das principais classes de
doencas infecciosas emergentes (Gubler, 2001). Esses agentes se multiplicam nos hospedeiros
e nos artrépodes hemat6fagos e sdo transmitidos para novos vertebrados susceptiveis, através
da picada do vetor infectado, recomec¢ando assim o ciclo epidemiol6gico (WHO, 1967; Moore
et al., 1993). No reino Riboviria (virus de RNA), dentro da familia Flaviviridae e género
Flavivirus estdo localizadas algumas das arboviroses de maior importancia para satde publica,
como Dengue virus (DENV — Virus da Dengue), Yellow fever virus (YFV — Virus da Febre
Amarela), West Nile virus (WNV — Virus do Oeste do Nilo) e o Zika virus (ZIKV — Virus Zika),
que recentemente se tornou alvo de intensas pesquisas (WHO, 2016; ICTV, 2021a). Os
membros do género Flavivirus sdo distribuidos por todo globo e sdo agentes etioldgicos de
diversas epidemias de dificil controle, por conta de suas caracteristicas epidemiologicas
dindmicas (Mackenzie, Gubler, Petersen, 2004).

Por se tratar de uma entidade clinica de etiologia multifatorial as FOs possuem lacunas
sobre a possibilidade e o potencial dos flavivirus de importancia em saude publica atuarem

como agentes teratogénicos dessas alteragdes. Considerando a importancia dessas infeccoes
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virais e 0 acréscimo das pesquisas de etiologia das FOs, 0 objetivo desta pesquisa foi investigar
por meio da literatura e da similaridade nucleotidica (Virus e Hospedeiro) o possivel potencial

desses virus de causarem FOs.

Material e Métodos

Para analisar a hipotese do potencial dos flavivirus causarem fissuras orofaciais foi
desenvolvido um método de pontuacdo com sete perguntas (divididas em topicos): | (Doenca)
— O virus causa doenga? (Considerando presenca de sintomas igual e/ou acima de 30% dos
infectados). Se sim o virus ganha a pontuacéo 1, se ndo O; Il (Transplacentéria) — O virus pode
atravessar a barreira transplacentaria? Se negativo o virus ganha pontuacéo 0, caso positivo o
virus ganha a pontuacdo 2, se a passagem pela barreira transplacentaria nunca foi investigada
para o virus ele ganha a pontuacao 1; Il (Viremia) — No ciclo bioldgico viral ocorre viremia?
(Considerando apenas ciclos bioldgicos classicos). Caso positivo o agente ganha pontuagéo 1,
negativo, pontuacdo 0; IV (Tropismo) — O virus possui tropismo por células da face e/ou
progenitoras? Se positivo é concedido pontuacao 2, se negativo pontuacdo 0 e caso ndo tenha
sido investigado pontuacdo 1; V (Dano celular) — Durante a replicacdo viral ocorre dano intra
e/ou extra celular? (Foi considerado dano celular quanto a presenca de lise, rearranjo de
organelas, supressdo total de proteinas celulares, alteracdo molecular do meio extracelular e
qualquer outra alteracdo estrutural celular irreversivel. Usando como base o ciclo bioldgico
classico do virus). Se ndo ocorre dano celular, o virus terd a pontuacao 0, se houver dano intra
celular ganhara +1, se houver dano extra celular ganhara +1. VI (Similaridade) — O virus possui
similaridade nucleotidica com sequéncias humanas associadas a fissuras orofaciais? (Para obter
os dados de similaridade foi utilizado o software BLAST 2.12.0). Para cada matche o virus ganha
+1, para cada resultado duplicado foi aplicado -1; VII (Caso relatado) — O virus possui caso
relatado em literatura associando-o a fissuras orofaciais? Caso negativo recebe a pontuacéo 0,
se positivo a pontuacdo pode ser 1 (diagnéstico da presenca viral apenas por clinica), 2
(diagnostico com exames laboratoriais que detectam antigeno e/ou anticorpo relacionado ao
virus) ou 3 (diagnostico com base em deteccdo de material genético viral por reacdo da cadeia
de polimerase e/ou cultivo viral).

Os topicos I, 11, 111, 1V, V e VII foram respondidos por meio de uma anélise integrativa
da literatura através das bases de dados SciELO, PubMed, MEDLINE, LILACS e Google

Académico afim de ter uma maior quantidade de resultados.
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O topico VI foi respondido utilizando o software Basic Local Alignment Search Tool —
BLAST 2.12.0 (Altschul et al., 1997). Para a busca de similaridade com sequéncias humanas
associadas a fissuras orofaciais foi selecionado o banco de dados Genomic + transcript
databases (Human genomic plus transcript human G+T). Foram utilizados trés Entrez query
como filtro de sequéncias humanas “Orofacial cleft”, “Cleft lip” e “Cleft palate”. Os programas
megablast, discontiguous megablast e blastn foram rodados com o limiar estatistico E-value
ajustado para considerar apenas resultados <1.

As sequéncias virais utilizadas no topico VI foram obtidas no National Center for
Biotechnology Information Virus - NCBI Virus (Hatcher et al., 2017). Selecionamos apenas
genomas completos e referenciais (com excecdo as cepas). Para a verificagdo de funcdo dos
genes e transcritos observados na similaridade se utilizou o catalogo online de genes humanos
e doencas genéticas OMIN® (Online Mendelian Inheritance in Man) (Hamosh, 2021) e a base
de dados genético do GeneCards®: The Human Gene Database (Stelzer, 2021).

Os virus selecionados para validar o método de pontuacdo de avaliacdo do potencial de
causar FOs foram Rubivirus rubellae (RBV — Virus da Rubéola), Human alphaherpesvirus 1
(HHV-1 — Virus Herpes Simplex 1), Zika virus (ZIKV) e constituiram este controle por
pertencerem ao grupo das infecgdes do acrdnimo STORCH (Sifilis, Toxoplasmose, Rubéola,
Citomegalovirus e Herpes simples), grupo este ja consolidado na literatura por causarem
malformacdes (inclusive craniofaciais e FOs) (Roizman, Knipe, Whitley, 2013; Hobman,
2013), e no caso do Zika virus por ser um dos principais Flavivirus com relacdo a doenca
congénita, confirmado através dos casos de sindrome congénita do ZIKV (qual manifestacdo
clinica predominante é a microcefalia) (ICTV, 2021; Pierson, Lazear, Diamond, 2020; WHO,
2016). O RBV apresentou pontuagdo 14 (em vermelho na Tabela 1) e foi definido como limiar
para o potencial alto de causar fissuras orofaciais, 0 HHV-1 obteve pontuacdo 7 (em verde na
Tabela 1) e portanto considerado baixo potencial de causar fissuras orofaciais. Como limiar

médio foi definido o0 ZIKV com a pontuacéo 10 (em amarelo na Tabela 1).
Resultados

A Tabela 1 apresenta as pontuacfes dos flavivirus de importancia em salde publica

quanto ao seu potencial de causar fissuras orofaciais.
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Tabela 1. O potencial dos flavivirus de importancia em saude publica de causar fissuras orofaciais, 2021.

TOPICO/VIRUS RBV HHV-1 DENV-1 = DENV-2 = DENV-3 = DENV-4 | YFV  WNV-1 WNV-2 JEV | SLEV TBEV ZIKV-PA ZIKV-CE ZIKV-BE
I (Doenca) 1! 0° 13 13 13 13 0° 0° 0° 0° 0° 1 13 13 1
Il (Transplacentar) 2t 25 27 27 27 27 2° 23 23 212 1 o 23 23 23
111 (Viremia) 1* 0° 13 13 13 13 13 i i i 13 13 i i 13
IV (Tropismo) 2! 25 2 2 2 2 210 2 2 28 1 1 2 2 2
V (Dano celular) 2! 0° 23 23 23 23 23 2 2 0® 03 2 2 2 2
VI (Similaridade) 4 2 1 14 15 7 4 2 7 6 6 4 2 2 1
VI 22 18 0 0 0 0 0 2u 2n 0 0 0 1 1 1

(Caso relatado)

Pontuaco 14 7 9 22 23 15 11 11 16 11 9 9 11 11 10
Potencial de causar A B M A A A M M A M M M M M M
FOs

Legenda: FOs — Fissuras orofaciais, A — Potencial alto (Pontuagdo >14), Em vermelho validador para potencial alto de causar fissuras orofaciais, M — Potencial médio (Pontuacéo 8-13),
Em amarelo validador para potencial médio de causar fissuras orofaciais, B — Potencial baixo (Pontuagdo <7), Em verde validador para potencial baixo de causar fissuras orofaciais,

Virus e seus identificadores de sequéncia: RBV — Rubivirus rubellae (NC_001545.2), ZIKV — Zika virus (NC_035889.1), HHV-1 - Human alphaherpesvirus 1 (NC_001806.2), DENV-
1 - Dengue virus - sorotipo 1 (NC_001477.1), DENV-2 - Dengue virus - sorotipo 2 (NC_001474.2), DENV-3 - Dengue virus - sorotipo 3 (NC_001475.2), DENV-4 — Dengue virus - sorotipo
4 (NC_002640.1), YFV — Yellow fever virus (NC_002031.1), WNV-1 — West Nile virus - linhagem 1 (NC_009942.1), WNV-2 — West Nile virus - linhagem 2 (NC_001563.2), JEV —
Japanese encephalitis virus (NC_001437.1), SLEV — Saint Louis encephalitis virus (NC_007580.2), TBEV - Tick-borne encephalitis virus (NC_001672.1), ZIKV-PA - Zika virus - Paraiba
(KU497555.1), ZIKV-CE — Zika virus - Ceard (KU527068.1), ZIKV-BE — Zika virus - Belém (KU729217.2).

Citagdes: * Hobman, 2013; 2Molnarova et al., 2018; ®Pierson, Lazear, Diamond, 2020; “*Guimaraes et al., 2019; SRoizman, Knipe, Whitley, 2013; Avila et al., 2006; "Ribeiro et al., 2017;
8Begum et al., 2019; °Da silva et al., 2020; °Luo et al., 2018; *O’leary et al., 2006; ?Chaturvedi et al., 1980; *Shen et al., 2014; Divé et al., 2020.
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Através da andlise dos resultados de similaridade observamos que o Dengue virus
sorotipo 1 (DENV-1) apresentou um matche (E-value: 0.070) para uma regido inespecifica do
cromossomo 6 (GRCh38.p13), matche este que também esteve presente na analise do sorotipo
2 (DENV-2) e sorotipo (DENV-3), além do validador Zika virus. O DENV-2 também
apresentou dentre seus resultados um matche com o gene OFCCL1 - Orofacial Cleft candidate
1 alocado no cromossomo 6 (6p24.3), e considerado como um locus candidato de fissura
orofacial ndo sindrémica (Davies et al., 2004).

O YFV apresentou médio potencial de causar fissuras orofaciais estando seus resultados
de similaridade associados aos seus 6rgdos de comum tropismo e a genes candidatos
relacionados a fissuras orofaciais, exemplificando podemos apresentar a similaridade (E-value:
0.002) com o ANKS6 (ankyrin repeat and sterile alpha motif domain containing 6).

Quanto a espécie West Nile virus podemos observar a diferenca nas pontuagdes obtidas
(tabela 1) qual demonstrou para a linhagem 2 (WNV-2) potencial alto de causar FOs seguido
da linhagem 1 (WNV-1) apresentando potencial médio. O WNV-2 apresentou sete matches
com genes candidatos a FOs, como por exemplo o PDSS2 (6g21) qual esta relacionado com
malformacdes ortoddnticas e craniofaciais (Vieira et al., 2008) e o EPHA7 (6q16.1) EPH
Receptor A7 que possui acdo na neogénese e apoptose. Os genes EPHA ja foram citados
anteriormente como possiveis genes candidatos a FOs, tendo como destaque 0 EPHAL, EPHAS,
EPHA2 e EPHA4 (George et al., 1998; Ludwig et al., 2012; Chen et al., 2018).

O Japanese encephalitis virus, Saint Louis encephalitis virus e o Tick-borne
encephalitis virus apresentaram potencial médio de causar fissuras orofaciais.

Utilizando sequencias das cepas de Zika virus associadas a microcefalia da Paraiba
(ZIKV-PA), Ceard (ZIKV-CE) e Belém (ZIKV-BE) (Messias, Silva e Richini-Pereira, 2019)
no presente método, podemos observar que 0 ZIKV-PA e ZIKV-CE demonstraram similaridade
(E-value: 0.86) com o Patatin like phospholipase domain containing 1 (PNPLAL), gene que
atua no processamento de lipidios (Ohno et al., 2017) e o PR/SET domain 13 (PRDM13), por
sua vez atuante em processos de transicdo do estado celular e promocgdo de diversas vias
conectadas ao DNA celular (Hohenauer, Moore, 2012). No entanto o ZIKV-BE assim como
nosso validador ZIKV teve apenas um matche (E-value: 0.86) com uma regido desconhecida
do cromossomo 6. Mesmo com esse diferencial todos permaneceram com potencial médio de

causar fissuras orofaciais.
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Discusséo

O presente estudo buscou estabelecer o potencial dos flavivirus de importancia em saude
publica como etiologia de fator ambiental em fissuras orofaciais ndo sindromicas. Treze
flavivirus foram avaliados, in silico e através de um método de pontuacdo com sete perguntas,
divididas em topicos. Esses topicos foram respondidos por meio de uma analise integrativa da
literatura através das bases de dados SciELO, PubMed, MEDLINE, LILACS e Google
Académico afim de ter uma maior quantidade de resultados. Partindo dos Rubivirus rubellae
(RBV — Virus da Rubéola), Human alphaherpesvirus 1 (HHV-1 — Virus Herpes Simplex 1),
Zika virus (ZIKV), pois sdo virus que pertencem ao grupo das infec¢des do acronimo STORCH
(Sifilis, Toxoplasmose, Rubéola, Citomegalovirus e Herpes simples), grupo este ja consolidado
na literatura por causarem malformacdes (inclusive craniofaciais e FOs).

O Dengue virus, € um dos flavivirus mantido globalmente em seu ciclo epidémico
natural pelos artropodes Aedes aegypt (A. aegypt) e Aedes albopictus (A. albopictus). No
hospedeiro de sangue quente, no caso o ser humano pode causar a doenca Febre Dengue que
geralmente é limitada a sintomas como mialgia, artralgia e febre. Quando o infectado
desenvolve a forma severa da doenca, chamada Febre Hemorragica da Dengue passa apresentar
sintomas hemorragicos que podem evoluir ao choque hipovolémico e consequente 6bito. O
Dengue virus possui quatro sorotipos, sendo 0 DENV-1 e DENV-3 os mais associados a Febre
Dengue, enquanto o DENV-4 e o DENV-2 frequentemente relacionados a forma severa da
doenca. Esses sorotipos possuem aproximadamente 3% de variancia de aminoacidos e 6% de
variancia nucleotidica, geralmente envolvendo o envelope e a proteina ndo estrutural 1, todavia
0 porqué da relacédo sorotipo e severidade da doenca ainda permanece desconhecido (Pierson,
Lazear, Diamond, 2020). Dos quatro sorotipos avaliados, trés (DENV-2, DENV-3 e DENV-4)
possuem potencial alto de causar fissuras orofaciais, enquanto apenas 0 DENV-1 apresentou
potencial médio. Comparando o potencial evidenciado com a doenca severa relacionada as
cepas (DENV-4 e DENV-2), justificado porque em sua forma severa, por conta da maior
resposta inflamatoria, ha maior dano tecidual (Ppierson, Lazear, Diamond, 2020) e
considerando sua capacidade transplacentaria (RIBEIRO et al., 2017) ndo seria uma hipdtese
esdrlxula relacionar essa forma da doenca com o aumento do potencial de causar FOs.

O YFV apresentou médio potencial de causar fissuras orofaciais estando seus resultados
de similaridade associados aos seus 6rgdos de comum tropismo e a genes candidatos
relacionados as fissuras orofaciais. Considerando a existéncia de uma vacina eficaz para esse

virus (Pierson, Lazear, Diamond, 2020), cabe a pergunta: se o resultado do potencial de causar
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fissuras orofaciais seria diferente, caso a estratégia vacinal fosse inexistente e/ou ineficiente
contra essa espécie viral.

O West Nile virus, e suas duas linhagens filogenéticas (WNV-1 e WNV-2) de relevancia
em salde publica apresentaram potencial médio e alto respectivamente, o WNV-1 possuli
disseminacdo mundial e 0 WNV-2 se apresenta distribuido na Africa subsaariana e em
Madagascar, onde € menos associado a doengas em humanos e animais ndo humanos, o que
ndo ocorre na Europa, em que sua presenca estd associada a fatalidade e doenca neurologica
severa. Aproximadamente 20% dos infectados desenvolvem a Febre do Oeste do Nilo, que pode
variar de sintomas comuns a arboviroses até sintomas poliomielite-like e encefalites (Pierson,
Lazear, Diamond, 2020). O’leary ¢ colaboradores (2006) corroboraram com nossos resultados,
demonstrando o potencial do WNV em causar FOs pois identificaram um caso de fissura de
palato ndo sindrémica associada a infeccdo congénita por WNV, os autores ndo identificaram
qual foi a linhagem associada a esse caso, mas independente de qual linhagem, claramente o
West Nile virus é inexplorado nesse contexto.

Com distribuico principal na Asia e em expansdo com casos identificados na Africa e
Australia, o Japanese encephalitis virus - JEV (Virus da Encefalite Japonesa) possui ciclo
natural mantido principalmente pelo Culex tritaeniorbynchus (C. tritaeniorbynchus) e aves
aquaticas. Assim como no WNV, o papel do ser humano ¢é de “dead-end host”, devido a sua
baixa carga viral, durante a viremia. A maioria dos casos de infec¢do sdo assintomaticos, porém
50% dos casos sintomaticos sao fatais ou deixam o paciente com sequelas neurolégicas, ja que
a semiologia pode progredir de sintomas inespecificos a encefalites (Pierson, Lazear, Diamond,
2020). O JEV possui potencial médio de causar fissuras orofaciais, porem os pesquisadores
mais proximos do presente contexto foram Chaturvedi e colaboradores que em 1980
conseguiram isolar o JEV e provar sua passagem transplacentaria, todavia eles ndo conseguiram
testar as criancas quanto a presenca do JEV, justificado em parte por quase metade de sua
amostra resultar em abortos, porém propdem que se 0 agente viral consegue passar pela barreira
hematoencefalica e também poderia passar pela placenta. Portanto € evidente a necessidade de
mais estudos no presente contexto, uma vez que décadas separam o trabalho de Chaturvedi et
al., (1980) até o momento.

Muito similar ao JEV e WNV, o Saint Louis encephalitis virus (Virus da Encefalite de
Saint Louis) também e transmitido dentro do ciclo Culex e aves. Apesar de ser mais identificado
nos Estados Unidos, sua distribuicéo ja foi evidenciada na América Central e América do Sul,
em maior parte sua infeccdo ocorre de forma assintomatica, todavia também como o WNV e

JEV, 0 SLEV esta associado a doenca neuroldgica com mortalidade de 5-20% (Pierson, Lazear,
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Diamond, 2020). Assim como o TBEV as investigacOes no contexto do presente trabalho séo
escassas ou inexistentes porem é imprudente descartar seu potencial, uma vez que seis matches
significantes se apresentaram com sequencias relacionadas as fissuras orofaciais, como por
exemplo o matche com o E-value de 0.87 com uma regido do fator transcricional T-box
transcription factor 18 (TBX18), este por sua vez essencial para o processo de desenvolvimento
das células embrionérias (Gorabi et al., 2019).

Diferente dos outros flavivirus apresentados o Tick-borne encephalitis virus (Virus da
Encefalite do Carrapato) € mantido em seu ciclo bioldgico pelo carrapato Ixodes ricinus (I.
ricinus) e Ixodes persulcatus (I. persulcatus). O ser humano pode ser o hospedeiro acidental
por conta da alimentacdo do carrapato infectado. Um terco dos infectados desenvolvem
sintomas similares aos do WNV, JEV e SLEV com mortalidade que pode chegar a 40%. Por
hora, endémica na Asia e Europa, a Encefalite do Carrapato assim como as outras doencas
explanadas anteriormente expandem sua disseminacdo por conta do desiquilibrio ambiental
(Pierson, Lazear, Diamond, 2020). No contexto desse trabalho o TBEV possui potencial médio
de causar fissuras orofaciais, poderiamos desconsidera-lo pela inabilidade de passagem
transplacentaria apresentado pelo relato de caso de Divé et al., (2020), porém acreditamos nédo
ser prudente descartar seu potencial.

Dentre os flavivirus de importancia em satde publica, as analises demonstraram que o
Dengue virus e 0 West Nile virus possuem potenciais altos de causar fissuras orofaciais.
Contrario do que era esperado empiricamente para com o Zika virus, que atualmente é estimado
como o flavivirus que causa malformacao congénita, qual apresentou potencial médio em todas
as cepas selecionadas, bem como o Japanese encephalitis virus, Tick-borne encephalitis virus,
Saint Louis encephalitis virus e Yellow fever virus.

Como limitacdo os dados apresentados nesse estudo devem ser interpretados com
cautela, pois foi utilizado apenas sequencias referenciais em relacdo aos virus e utilizado apenas
um banco de dados de sequencias humanas. Quanto ao levantamento de literatura podemos
ressaltar a escassez de investigacGes no contexto, assim prejudicando alguns topicos do score e

também evidenciando a negligéncia por ndo haver pesquisas na area.
Concluséo
Portanto, buscando evidéncias para incentivar prevencao sugerimos o potencial alto de

causar fissuras orofaciais nas espécies Dengue virus e West Nile virus. Ressaltando a

necessidade da protecdo contra artropodes hematdfagos com o uso de repelentes, telas em
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janelas, eliminacéo de criadouros, evitar dormir com seu animal de estimacédo (para o caso de
contato com carrapatos), uso de coleiras antipulgas e carrapatos nos pets e se atentar quanto a
viagens para lugares com surtos endémicos, principalmente se for gestante. No contexto
hospitalar, os profissionais da satde que atendem gestantes ndo devem negligenciar esses virus,
sobretudo no contexto de malformagdes, quanto mais se especificarmos para as fissuras
orofaciais. E claro, ressaltamos a necessidade de outros tipos de estudo (in vitro e in vivo) para

melhor entender essas possibilidades e desenvolver melhores estratégias de controle.
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4.2 Artigo 2

Artigo de Pesquisa configurado de acordo com as normas do Brazilian Journal of Microbiology

Investigacao de flavivirus emergentes no Brasil como etiologia de fator ambiental em

fissuras orofaciais ndo sindromicas

Resumo

O Brasil é um dos paises com maior area florestal do planeta e com potencial de emergéncia de
novas doencas. Por sua vez as fissuras orofaciais sdo caracterizadas como malformacoes
congénitas, podendo estar associadas a genética e a fatores ambientais. Como um dos fatores
ambientais relacionado as malformag6es congénitas sdo os virus, nosso objetivo foi investigar
o potencial dos flavivirus emergentes no Brasil como etiologia de fissuras orofaciais. Foi criado
para a analise um método de pontuacdo com sete tdpicos baseado em literatura e analise de
similaridade nucleotidica, utilizando para obter os genomas virais 0 NCBI virus e para as
analises de similaridade o BLAST 2.12.0. O flavivirus emergente no Brasil que apresentou
potencial alto de causar fissuras orofaciais foi a cepa Iguape virus (espécie Aroa virus), seguido
pela espécie Cacipacore virus e a cepa Rocio virus (espécie Ilheus virus) com potencial médio
de causar fissuras orofaciais. Como prevencao € indicado o controle de artrépodes e a difusédo
hospitalar sobre dindmica viral, principalmente dos flavivirus, para que estes ndo sejam mais
um ponto negligenciado em sadde publica, principalmente no contexto de fissuras orofaciais e

outras malformacdes congénitas.

Palavras-chave: Fenda labial, Fissura palatina, Flavivirus, Etiologia, Fissuras Orofaciais.

Introducéo

Com 8.510.345,538 Km?, o Brasil ¢ o maior pais da América do Sul e possui uma
populacdo humana de aproximadamente 213 milhdes de habitantes. Dentro de sua fitoecologia,
26,21% de seu territorio é composto de floresta ombrofila densa possuindo em menor
distribuicdo diversos outros habitats como floresta ombréfila aberta (11,94%), floresta

estacional semidecidual (6,14%), savana-estépica (6,76%), dentre outros 1. Dados levantados
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pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) entre os anos 2000 e 2018 apontam
um desmatamento de aproximadamente 500 mil Km? sendo o dano maior na Floresta
Amazoénia .

O desiquilibrio ambiental é um dos fatores principais para emergéncia e reemergéncia
de virus, principalmente arboviroses . Esses agentes se multiplicam nos hospedeiros e nos
artropodes hematdfagos e sdo transmitidos para novos vertebrados susceptiveis atraves da
picada do vetor infectado, recomecando assim o ciclo epidemioldgico >. Dentro do género
Flavivirus estdo algumas das arboviroses de maior importancia para saude publica, como
Dengue virus (DENV — Virus da Dengue) e o Yellow fever virus (YFV — Virus da Febre
Amarela) ’. Os membros do género Flavivirus sdo distribuidos por todo globo e sdo agentes
etioldgicos de diversas epidemias de dificil controle, por conta de suas caracteristicas
epidemiologicas dinamicas 8. Apresentando diversas variaveis patologicas os flavivirus podem
partir de sintomas inespecificos a encefalites e febres hemorragicas, tendo até integrantes
associados a malformag@es congénitas como no caso do Zika virus (ZIKV — Virus Zika) °.

As malformacdes congénitas afetam 5% dos nascidos vivos e comp&e um dos problemas
em salde publica mundiais, das quais as alteracdes craniofaciais e em especial as fissuras
orofaciais (FOs) compdem um grupo de destaque acometendo de 0,2 a 0,9% a cada 1000
nascidos vivos 10111213 Essas anomalias resultam de alteragdes morfoldgicas durante o
desenvolvimento embrionario humano, ocorridas no inicio da vida intrauterina. Possuem uma
etiologia complexa e multifatorial com grande destaque ao fator ambiental e podem ser
caracterizadas em anomalias isoladas e multiplas, de etiologia genética associada a sindromes
ou ndo 4. As FOs geram significante impacto sobre a vida dos individuos, afetando fungdes
basicas como respiracdo, alimentacdo, fala e aparéncia °, principalmente devido a
estigmatizacdo e exclusdo social que interferem no seu desenvolvimento psicossocial 6. A
formacéo de FOs ocorre durante os primeiros trés meses de gestacdo (até a 122 semana de vida
intrauterina) ', periodo durante o qual quaisquer alteragdes no processo embrionario natural,
como infecgdes virais, uso de compostos teratogénicos, ou exposi¢éo a radiacdo excessiva pode
causar danos anatbmicos. A etiologia dos FOs € definida como a auséncia de fusao tecidual, ou
seja, alteragéo dos processos celulares de diferenciacio, proliferacio e migragdo celular 819,

Por se tratar de uma entidade clinica de etiologia multifatorial as FOs possuem lacunas
que ainda ndo estdo definidas sobre a possibilidade e o potencial dos flavivirus atuarem como
agentes teratogénicos dessas alteracBes, somando 0 pouco que sabemos sobre os flavivirus
emergentes no territorio brasileiro. E plausivel considerar a importancia dessas infeccdes virais

para o estudo etiologico de FOs, portanto o objetivo desta pesquisa foi investigar por meio de
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similaridade nucleotidica (Virus e Hospedeiro) e literatura o possivel potencial desses virus de
causarem FOs.

Material e Métodos

Para analisar a possibilidade de um flavivirus causar fissuras orofaciais, foi
desenvolvido um método de pontuacdo contendo sete questdes: | — O virus causa doenca? Se
sim o virus ganha a pontuacdo 1(foi considerado positivo somente 0s virus que causam sintomas
em 30% dos infectados ou mais), se negativo 0; Il — A infeccdo é transplacentaria? Se negativo
0 virus ganha pontuacdo 0, caso positivo 0 virus ganha a pontuacdo 2, caso a passagem
transplacentar nunca foi investigada para o virus ele ganha a pontuagéo 1; I11 — Durante o ciclo
bioldgico viral ocorre viremia? (ciclos bioldgicos classicos), se positivo a pontuacédo é 1, se
negativo a pontuacéo atribuida é 0; IV — Possui tropismo por células da face e/ou progenitoras?
Se positivo € concedido pontuacao 2, se negativo pontuacédo 0 e caso ndo tenha sido investigado
pontuacgéo 1; V — Durante a replicacdo viral ocorre dano celular? (intra e/ou extra celular) (Com
base na biossintese viral, o dano celular foi considerado tanto pela presenca de lise, como por
rearranjo de organelas, supressdo proteica, alteracdo do meio extracelular e alteracdes
estruturais irreversiveis). Se ndo ocorre dano o virus tera a pontuacao 0, se houver dano intra
celular ganhara +1, se houver dano extra celular ganhara +1. VI — O virus possui similaridade
nucleotidica com sequéncias humanas associadas a fissuras orofaciais? (Para analise de
similaridade foi utilizado o software BLAST 2.12.0). Em cada matche o virus ganha +1, para
cada resultado duplicado foi aplicado -1; VII — Existe caso relatado em literatura associando-o
a fissuras orofaciais? Caso negativo a pontuacdo é 0, se a associagdo ocorrer somente pela
clinica a pontuacdo é 1, em caso de confirmacdo por exames laboratoriais que detectam
antigeno e/ou anticorpo relacionado ao virus a pontuacdo atribuida € 2, para confirmacao
através de reacao da cadeia de polimerase e/ou cultivo viral a pontuacéo atribuida é 3.

Para responder as questdes I, 11, 111, IV, V e VII foi realizado uma anélise integrativa da
literatura através das bases de dados PubMed, MEDLINE, SciELO, LILACS e Google
Académico afim de ter uma maior quantidade de resultados. Para a questdo VI foi utilizado o
software Basic Local Alignment Search Tool — BLAST 2.12.0 %°. Para a busca de similaridade
com sequéncias humanas associadas a fissuras orofaciais foi selecionado o banco de dados
Genomic + transcript databases (Human genomic plus transcript human G+T). As sequéncias
virais utilizadas foram obtidas no National Center for Biotechnology Information Virus - NCBI
Virus 2%, no qual foram selecionados apenas genomas completos e referenciais. Por conta da

divergéncia de registros genéticos das FOs dentro da NCBI e afim de ter uma anélise mais



64
Artigos

fidedigna foi utilizado trés Entrez query como filtro de sequéncias humanas “Orofacial cleft”,
“Cleft lip” e “Cleft palate”. Os programas megablast, discontiguous megablast e blastn foram
rodados com o limiar estatistico E-value ajustado para considerar apenas resultados <I.

A verificacdo de funcdo dos genes e transcritos observados no resultado de similaridade
foi realizada através do catalogo online de genes humanos e doencas genéticas OMIN® (Online
Mendelian Inheritance in Man) ?? e a base de dados genéticos do GeneCards®: The Human
Gene Database .

Para validacdo do método de pontuacdo de avaliacdo do potencial de causar FOs foram
selecionadas as espécies Rubivirus rubellae (RBV - Virus da Rubéola), Human
alphaherpesvirus 1 (HHV-1 — Virus Herpes Simplex 1) e Zika virus (ZIKV). Os virus
selecionados constituiram este controle por pertencerem ao grupo das infeccdes do acrénimo
STORCH (Sifilis, Toxoplasmose, Rubéola, Citomegalovirus e Herpes simples), grupo este ja
consolidado na literatura por causarem malformacdes (inclusive craniofaciais e FOs) e no caso
do Zika virus por ser um dos principais flavivirus com relacéo a doenga congénita confirmado
através dos casos de sindrome congénita do ZIKV (qual a manifestacdo clinica predominante é
a microcefalia) " %,

Resultados

Apresentamos na Tabela 1 os resultados de potencial dos flavivirus emergentes no

Brasil atuarem como etiologia de fator ambiental em fissuras orofaciais.

Tabela 1. O potencial dos flavivirus emergentes no Brasil de causar fissuras orofaciais,
2021.

TOPICO/VIRUS RBV HHV-1 = BSQ IGU CPC | ILHV ROCV
\Y \Y% Vv

I (Doencga) fle 0% 0% 022 0% 0% 0®
I (Transplacentar) 2% 228 1 1 1 1 1
11 (Viremia) 125 028 19 1° 19 19 19
IV (Tropismo) 2% 228 1 1 1 1 1
V (Dano celular) P2 0% 0 0 0 0 0
VI (Similaridade) 4 2 0 18 5 4 7
VIl P28 22 0 0 0 0 0

(Caso relatado)
Pontuacéao 14 7 3 21 8 7 10
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Potencial de causar A B B A M B M
FOs

Legenda: FOs — Fissuras orofaciais, A — Potencial alto (Pontuacio >14), Em vermelho validador para
potencial alto de causar fissuras orofaciais, M — Potencial médio (Pontuacdo 8-13), Em amarelo
validador para potencial médio de causar fissuras orofaciais, B — Potencial baixo (Pontuagdo <7), Em
verde validador para potencial baixo de causar fissuras orofaciais,

Virus e seus identificadores de sequéncia: RBV — Rubivirus rubellae (NC_001545.2), ZIKV - Zika
virus (NC_035889.1), HHV-1 - Human alphaherpesvirus 1 (NC_001806.2), BSQV — Aroa virus —
Bussuquara virus (AY632536.4), IGUV — Aroa virus — lguape virus (AY632538.4), CPCV —
Cacipacore virus (NC_026623.1), ILHV — llheus virus (KC481679.1), ROCV - llheus virus — Rocio
virus (NC_040776.1).

O validador RBV (Virus da Rubéola), membro do género Rubivirus apresentou
pontuacdo 14 (em vermelho), e foi definido como limiar para o potencial alto de causar fissuras
orofaciais. Como limiar médio foi definido o ZIKV com a pontua¢do 10 (em amarelo). Em
verde apresentamos o validador HHV-1 com pontuacdo 7 e portanto considerado baixo
potencial de causar fissuras orofaciais.

Foi evidenciado um significante contraste entre cepas de uma mesma espécie, 0
Bussuquara virus apresentando potencial baixo de causar fissuras orofaciais, ndo havendo
nenhum matche com significancia estatistica, contrario do que foi observado no Iguape virus
gue teve 18 matches e portanto considerado como potencial alto de causar FOs.

Quanto a espécie Cacipacore virus (CPCV) foi observado potencial médio para causar
FOs demonstrando cinco matches com genes do cromossomo 6 (GRCh38.p13).

O Rocio virus apresentou um perfil de potencial médio com seis matches para genes do
cromossomo 6 (GRCh. 38.p13) e um matche para 0 gene MASP1 (3g27.3), enquanto o llheus
virus demonstrou potencial baixo apresentando matche com quatro genes do cromossomo 6
(GRCh. 38.p13).

Discusséo

O presente estudo investigou similaridade nucleotidica a nivel genoma e transcriptoma
e isso por mais que nos limite quanto a fenotipos, nos possibilita investigar a base nucleotidica
da coevolucao virus-hospedeiro, ja que 0s virus ndo utilizam apenas proteinas para se adaptar
ao hospedeiro, pelo contrario, RNAs virais podem ndo so controlar a populagdo viral
intracelular para ndo levar a célula a exaustdo antes da hora, como também modular a resposta
antiviral da célula infectada®. A busca por similaridades entre sequéncias por dados de
bioinformatica pode gerar evidéncias preliminares, dependendo da hipotese, como por exemplo

no estudo de processos de coevolucdo, a relagdo virus-hospedeiro representa bem este
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proposito, considerando que sdo parasitas intracelulares obrigatorios sofrendo pressdes
seletivas a todo instante no hospedeiro com o inverso ocorrendo da mesma forma *, o que
também foi demonstrado para os flavivirus . Acreditamos que um dado isolado de
similaridade, homologia ou predicdo é de pouca valia quando o objetivo ndo é identificar
espécies semelhantes ou predizer a fungdo de um novo gene comparando-o com um similar.
Porém quando se trata dos virus, que séo relacionados evolutivamente com seus hospedeiros, e
acrescido de outros pontos contextuais (Tabela 1), com base em literatura, podemos explorar o
potencial dos flavivirus emergentes no Brasil como etiologia de fator ambiental de fissuras
orofaciais. Também & necessario acrescentar que por ser tratar de uma doenga complexa, 0s
virus tdo presentes em nossa sociedade podem ser considerados negligenciados como possivel
causa, em vista das poucas investigacOes a respeito.

A emergéncia e reemergéncia de doencas é ocasionada por diversos fatores sequenciais
ou simultaneos, como o crescimento desordenado da espécie hospedeira e atividades humanas
que principalmente afetam o equilibrio do ecossistema. E por conta da globalizagdo uma doenca
emergente e/ou reemergente deve ser considerada como potencial problema de salde publica
independente se por hora estd mantida em situacdo endémica 3. O Brasil apresenta diversas
doencas infecciosas de relevancia em salde publica, Souza e colaboradores (2020)3 levantaram
indicadores relacionados as doencas Febre Dengue, Malaria, Chagas, Leishmaniose,
Tuberculose, Hepatite A e evidenciaram situagdo critica em diversas regides do pais, sobretudo
nas regides norte, nordeste e centro-oeste, sugerindo como indicador protetivo ou minimizante
“esgoto adequado”. Somando o desequilibrio ambiental nacional em que por analises de 2000
a 2018 realizadas pelo IBGE (2020) 2 revelaram que aproximadamente 500.000 km? de éarea
natural foram perdidas, sendo que o dano principal ocorreu na Amazonia (269.801 km?) e no
Cerrado (152.706 km?). E em vista dos problemas de infraestrutura basica é inegavel o potencial
do Brasil na emergéncia e reemergéncia de doencas infecciosas. Como descrito por Souza et
al., (2020)* o DENV é um dos principais agentes infecciosos circulantes no pais, membro do
género Flavivirus, ele compartilha ancestralidade com mais cinquenta e duas espécies
conhecidas e inGmeras cepas e variantes %. Os flavivirus possuem diversas manifestagoes
clinicas, e ainda existe muito a se investigar, sobre patologia, epidemiologia, seu
relacionamento com o0s vetores biologicos e seus hospedeiros, isso considerando aqueles que
mais conhecemos, como por exemplo 0 DENV, ZIKV e 0 YFV °. Dentro do contexto de fator
ambiental em FOs mal sabemos o potencial dos flavivirus ja estudados, quanto mais 0s

emergentes provenientes de um dos paises com a maior area florestal do planeta 2.
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O validador RBV (Virus da Rubéola), membro do género Rubivirus foi definido como
limiar para o potencial alto de causar fissuras orofaciais. N&o é surpresa o RBV apresentar esse
potencial, em vista que 0 mesmo é um dos mais antigos agentes associados a anomalias
congénitas 2°. Como limiar médio foi definido o ZIKV, sendo um dos membros do género
Flavivirus, o ZIKV geralmente causa a arbovirose Febre Zika, porém foi associado ao aumento
de casos de microcefalia no nordeste brasileiro em 2015 e apresenta significante tropismo por
células progenitoras °, com sua patologia dindmica e um potencial teratogénico ainda n&o
explorado em sua totalidade. O validador HHV-1 foi considerado baixo potencial de causar
fissuras orofaciais. Como membro do género Simplexvirus, o HHV-1 (Herpes Simplex virus 1)
é distribuido por todo globo e permanece no hospedeiro até sua morte, sua patologia esta
associada principalmente ao estado imunolégico do infectado, podendo causar infeccéo in utero
via transplacentaria e/ou ascendente %,

O Bussuquara virus (BSQV) e o Iguape virus (IGUV) sdo cepas da espécie Aroa
virus dentro do grupo de transmissdo via mosquito . Quanto ao BSQV associado a doenca,
houve apenas um caso identificado com dor em articulacGes, anorexia e cefaleia. J& a cepa
IGUV ndo ha casos de doencas conhecidas 3. Dentre os resultados apresentados pelo IGUV
destaca-se 0s matches para 0 gene ZNF462 (9931.2)* e o gene N4BP2 (4p14)* ambos
associados comumente a anomalias dentarias congénitas e considerados genes candidatos de
fissuras orofaciais ndo sindrémicas. Investigacdes filogenéticas de poliproteina desenvolvidas
por Pierson, Lazear e Diamond (2020) indicam que o BSQV e IGUV fazem parte do
agrupamento vetorial Culex compartilhando a categoria com flavivirus de importancia em
salide publica como o West Nile virus e o Japanese encephalitis virus °.

A espécie Cacipacore virus (CPCV) ndo possui doenca humana associada 1. Porém em
taxonomia o International Committee on Taxonomy of Viruses (2021) decidiu inseri-lo dentro
do grupo de transmissdo por mosquito proximo da espécie Japanese encephalitis virus. O
CPCV apresentou cinco matches com genes do cromossomo 6 (GRCh38.p13), genes
responsaveis por transferéncia intracelular de &cidos graxos (FABP7 - Fatty Acid-Binding
Protein 7) e transcricdo do material genético intracelular (TFB1M - Transcription Factor B1,
Mitochondrial) ou seja atua na multiplicacéo celular e diferenciagdo celular %%, os quais podem
gerar danos, se alterados na embriogénese.

O ILHV e o ROCV séo cepas da espécie Ilheus virus no grupo de flavivirus de
transmissao por mosquito com base na espécie Ntaya virus, compartilhando espaco com o Zika
virus’. O ILHV foi isolado de mosquitos do género Aedes e Psorophora no estado da Bahia,

durante uma investigacéo de Yellow fever virus #2. Figueiredo (2007) discorre sobre a possivel
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distribuicdo do ROCV por todo pais e o define como uma ameaga permanente. Sobre o
potencial dessas cepas em causar fissuras orofaciais, 0 ROCV apresentou um perfil médio com
seis matches para genes do cromossomo 6 (GRCh. 38.p13) e um matche para o gene MASP1
(3927.3) cujas funcdes na via da lectina do sistema complemento, desempenham um papel
fundamental na imunidade inata e atualmente as mutagdes neste gene vem sendo relacionado a
diversas sindromes e alteragGes anatdmicas ndo sindromicas 23, enquanto o ILHV demonstrou
matche com quatro genes do cromossomo 6 (GRCh. 38.p13) responsaveis por diversos
mecanismos de sinalizacdo celular e manutencdo do ciclo celular, sendo este Gltimo também
evidenciado no CPCV e de maior relevancia no causal das FOs *.

Corroborando com a alta variabilidade viral ** nossos resultados demonstraram contrastes
dentro de espécies, isso serve de ressalva, principalmente para as politicas de saude publica,
gue ndo sao microrganismos que devem ser negligenciados. Também podemos apontar 0s
poucos dados existentes sobre essas viroses emergentes no Brasil, mesmo que ainda tenhamos
muito a conhecer sobre flavivirus de importancia em satde publica como Dengue virus e Zika
virus, as espécies llheus virus, Cacipacore virus e Aroa virus carecem urgentemente de recentes
investigacOes. Quanto ao cabivel do presente trabalho evidenciamos o alto potencial de causar
fissuras orofaciais na cepa Iguape virus que apresentou mais matches de similaridade do que o
préprio validador de potencial alto Rubivirus rubellae.

Como limitacéo, os dados fornecidos neste estudo devem ser interpretados com cautela,
pois foram utilizadas apenas sequéncias virais referenciais, ou seja aquela que representa a
espécie e apenas um banco de dados de sequéncias humanas. Em relacdo ao levantamento da
literatura, podemos destacar a escassez de pesquisas que prejudicam alguns topicos da
pontuacdo, demonstrando a necessidade de mais pesquisas na area.

Portanto é prudente o incentivo financeiro e intelectual em pesquisas sobre virus
emergentes e suas possiveis associacdes. As fissuras orofaciais sdo doencas complexas,
dependente de inimeros fatores, dentre eles o periodo e a duracdo de exposicao do feto a fatores
ambientais. Dentre esses fatores ambientais os virus sdo 0s mais dindmicos e imprevisiveis,
todavia carecem de pesquisas. Portanto buscando evidéncias para incentivar prevencao
sugerimos dentro dos flavivirus de emergéncia no Brasil o potencial alto de causar fissuras
orofaciais na cepa lguape virus. Também generalizando os cuidados para com todos o0s
flavivirus transmitidos por artropodes € indicado o uso de repelentes, telas em janelas,
eliminacdo de criadouros, evitar dormir com seu animal de estimacéo (para o caso de contato
com carrapatos), uso de coleiras antipulgas e carrapatos nos pets e se atentar quanto a viagens

para lugares com surtos endémicos, principalmente se for gestante. No contexto hospitalar os
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profissionais da salde que atendem gestantes ndo devem negligenciar esses virus, sobretudo no
contexto de malformagdes, quanto mais se especificarmos para as fissuras orofaciais. E claro,
ressaltamos a necessidade de outros tipos de estudo (in vitro e in vivo) para melhor entender

essas possibilidades e desenvolver melhores estratégias de controle.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O potencial de causar malformacdes é dependente de inumeros fatores, além do
tropismo celular e do periodo da gestacdo que a infeccdo ocorre; considerando isso néao
podemos descartar que existe, mesmo que infimo, o potencial de qualquer virus trazer
consequéncias durante uma gestacdo, principalmente pelo fato de serem o organismo mais
adaptado ao seu hospedeiro. Todavia buscando evidéncias para incentivar prevencao sugerimos
dentro do género Flavivirus com potencial alto de causar fissuras orofaciais nas espécies de
importancia em saude publica: Dengue virus e West Nile virus. Quanto aos flavivirus de
emergéncia no Brasil apontamos a cepa Iguape virus (espécie Aroa virus) com potencial alto
em atuar como etiologia ambiental. As demais espécies investigadas ndo podem ser descartadas
como fatores ambientais pois apresentaram um potencial médio nas analises realizadas.

Com base nos resultados apresentados, reiteramos a necessidade de investimentos
financeiros e intelectuais na pesquisa de virus e suas associacdes. Através da proposta inédita
deste trabalho no contexto de etiologia de fissuras orofaciais ndo sindrémicas, esperamos
incentivar o surgimento de uma linha investigativa, pois é inegavel a presenca viral em nosso
meio ambiente, sobretudo com o desiquilibrio causado pela nossa espécie. Temos que nos
lembrar que em infeccdes com potencial de gerar anomalias congénitas, ndo é porque ndo existe
estudos relacionando-as diretamente, que ndo exista a relacdo, pois pouco sabemos sobre a
etiologia complexa destas malformacdes, bem como sobre 0s virus e suas interacdes dindmicas
com seus hospedeiros, principalmente se tratando do periodo gestacional.

Portanto generalizando os cuidados para com todos os flavivirus transmitidos por
artrépodes € indicado o uso de repelentes, telas em janelas, eliminacdo de criadouros, evitar
dormir com seu animal de estimacdo (para o caso de contato com carrapatos), uso de coleiras
antipulgas e carrapatos nos pets e se atentar quanto as viagens para lugares com surtos
endémicos, principalmente se for gestante. No contexto hospitalar os profissionais da saude,
que atendem gestantes, ndo devem negligenciar esses virus, sobretudo no contexto de
malformacdes, quanto mais se apontarmos para as fissuras orofaciais. Mais uma vez,
ressaltamos a necessidade de outros tipos de estudo (in vitro e in vivo) para melhor entender

essas possibilidades e desenvolver melhores estratégias de controle.
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