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SILVA, M. A. A importancia da proteina ndo estrutural NS1 na patogenicidade do
virus da dengue: Uma revisao bibliografica. Curso de Farmacia. Trabalho de
Concluséo de Curso, CCS/UFPB. Jodo Pessoa-PB, 2024.

RESUMO

A Dengue € a arbovirose com maior prevaléncia em humanos em todo o mundo,
causando aproximadamente 390 milhdes de infecgdes a cada ano, em mais de
120 paises e cerca de 20 mil ébitos. Predominantemente concentrada nas regides
tropicais e subtropicais, a doencga é transmitida através da fémea de mosquitos
Aedes aegypti infectados pelo virus de RNA de fita simples, do género Flavivirus,
pertencente a familia Flaviviridae, sendo considerado uma ameaca global a saude
publica. O virus da dengue possui 4 sorotipos, DENV-1, DENV-2, DENV-3 e
DENV-4, com perfil de antigenicidade de grau variado. A resposta imunoldgica
para a infecgado é do tipo monotipica, de mecanismo heterdlogo, possibilitando a
forma grave da doenca, em infecgdes subsequentes. A dengue pode apresentar
amplo espectro clinico, desde quadros assintomaticos, sintomaticos e evolugao
com formas graves, inclusive o 6bito. A proteina n&o estrutural NS1 é a unica
proteina secretada pelas células infectadas pelo virus da dengue e esta envolvida
nas alteragbes fisioldgicas observadas durante a instalagdo e progressao da
doencga. Objetivou-se a realizacdo de levantamento bibliografico acerca da
importancia da proteina nao estrutural NS1 na patogenicidade do virus da
dengue. As elucidagdes foram obtidas na base de dados PubMed. A proteina NS1
do DENV apresenta um pleiotropismo funcional e estrutural que, em conjunto,
influenciam principalmente: na formacdo e consolidacdo do complexo de
replicacao viral, viabilizando a replicagao viral, juntamente com outras proteinas
nao estruturais e através da modulagcdo da membrana do reticulo endoplasmatico;
na modulacdo da imunidade inata e adaptativa, através de interagdes com
componentes do sistema complemento e receptores de células alvo; na interagao
com a lipoproteina de alta densidade e o seu receptor e no rompimento das
barreiras epiteliais vasculares, atuando na destruigcdo do glicocalice endotelial e
perturbagao das jungdes comunicantes. Tendo em vista os aspectos analisados, a
proteina NS1 é considerada essencial para a viabilidade e patogénese do virus da
dengue. No entanto, a totalidade de sua funcao biolégica especifica no processo
da doenca e o seu comportamento nas diferentes situagdes clinicas, ainda nao
estdo completamente elucidados, justificando a continuidade e ampliagdo dos
estudos e pesquisas relacionadas a este marcador bioldgico.

Palavras-chave: Arbovirose; DENV; Proteina NS1; Patogenicidade.



SILVA M. A. The importance of the nonstructural protein NS1 in pathogenicity of
dengue virus: A literature review. Curso de Farmacia. Trabalho de Conclusao de
Curso, CCS/UFPB. Joao Pessoa-PB, 2024.

ABSTRACT

Dengue is the most prevalent arbovirus in humans worldwide, causing
approximately 390 million infections each year in more than 120 countries and
around 20,000 deaths. Predominantly concentrated in tropical and subtropical
regions, the disease is transmitted by female Aedes aegypti mosquitoes infected
by the single-stranded RNA virus of the Flavivirus genus, belonging to the
Flaviviridae family, and is considered a global threat to public health. The dengue
virus has 4 serotypes, DENV-1, DENV-2, DENV-3 and DENV-4, with varying
degrees of antigenicity. The immune response to the infection is monotypic, with a
heterologous mechanism, allowing the severe form of the disease in subsequent
infections. Dengue can present a broad clinical spectrum, from asymptomatic to
symptomatic conditions and progression to severe forms, including death. The
nonstructural protein NS1 is the only protein secreted by cells infected by the
dengue virus and is involved in the physiological changes observed during the
onset and progression of the disease. The objective of this study was to conduct a
bibliographic survey on the importance of the nonstructural protein NS1 in the
pathogenicity of the dengue virus. The elucidations were obtained from the
PubMed database. The DENV NS1 protein presents a functional and structural
pleiotropy that, together, influence mainly: the formation and consolidation of the
viral replication complex, enabling viral replication, together with other
nonstructural proteins and through the modulation of the endoplasmic reticulum
membrane; the modulation of innate and adaptive immunity, through interactions
with components of the complement system and target cell receptors; the
interaction with high-density lipoprotein and its receptor and the disruption of
vascular epithelial barriers, acting in the destruction of the endothelial glycocalyx
and disruption of gap junctions. Considering the aspects analyzed, the NS1
protein is considered essential for the viability and pathogenesis of the dengue
virus. However, its specific biological function in the disease process and its
behavior in different clinical situations have not yet been fully elucidated, justifying
the continuation and expansion of studies and research related to this biological
marker.

Keywords: Arbovirus; DENV; NS1 protein; Pathogenicity.
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1 INTRODUGAO

A dengue é a arbovirose mais prevalente no mundo, com notaveis
impactos na saude publica e na economia das regiées acometidas (GLASNER, D.
R. et al, 2018). O virus da dengue (DENV) pertence ao género Flavivirus, que
também abrange o virus da febre amarela (YFV), o virus ZIKA (ZIKV), o virus do
Nilo Ocidental (WNV), o virus da encefalite japonesa (JEV) e o virus da encefalite
transmitida por carrapatos (TBEV) (CHEW, A.; LIANG, B., 2024). A transmiss&o
da doenca ocorre, principalmente, mediante a picada da fémea mosquito Aedes
aegypti infectada pelo sorotipo DENV-1, DENV-2, DENV-3 ou DENV-4. A
manifestacdo da infeccdo pode ocorrer na forma nao grave, descrita por um
quadro assintomatico ou febril leve (que pode ou nao apresentar sinais de alerta)
ou na forma grave, com possibilidade de choque e até o ébito (SILVA, A. S. A. DA
et al, 2024).

De acordo com as evidéncias historicas, a chegada da dengue no Brasil
ocorreu com a vinda dos navios negreiros, que partiram da Africa, trazendo
consigo o vetor. Entretanto, esta arbovirose s6 foi documentada clinica e
laboratorialmente, a partir da década de 1980, em Boa Vista, Roraima. Em 1986,
mais de um milhdo de casos de dengue foram notificados nos estados de Rio de
Janeiro e algumas capitais do nordeste, marcando uma epidemia da doenga no
pais. Atualmente, a dengue € uma das doengas infecciosas mais predominantes
no pais, com periodos de exacerbacdes no numero de casos, em consequéncia
de alteracdo do sorotipo predominante, introdugdo de novos sorotipos e
expansao/adaptabilidade do mosquito vetor (Ministério da Saude, 2024).

Durante a infeccdo pelo DENV, a maquinaria celular do hospedeiro &
utilizada para produzir proteinas estruturais, que formam novos clones virais e
proteinas nao estruturais, que se relacionam com a efetividade da replicagao viral
e com os danos organicos causados durante a infecgao. Dentre estas, destaca-se
a proteina ndo estrutural 1 (NS1) de DENV, a qual apresenta um carater
multifuncional, que se relaciona com os mecanismos de patogenicidade deste
virus (GLASNER, D. R. et al, 2018).
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Estudos demonstraram que a proteina NS1 é um componente
fundamental no complexo de replicagao viral, sendo sintetizada e secretada pelas
células infectadas pelo DENV (GLASNER, D. R. et al, 2018). Além disso, a
proteina NS1 esta diretamente relacionada ao vazamento vascular, fenébmeno
observado na na dengue grave (GLASNER, D. R. et al, 2017). Essa proteina
ainda atua na modulagcdo dos componentes das imunidades inata e adaptativa,
mediante interagdes com constituintes do sistema imune, incluindo as células alvo
do DENV (GLASNER, D. R. et al, 2018; LO, N. T. N. et al, 2022).

Em virtude dos fatos mencionados, o objetivo do presente trabalho foi
documentar dados na literatura, que elucidem a importancia da proteina nao
estrutural NS1 na patogenicidade e diagndstico laboratorial do DENV, além de
fomentar o estudo acerca desse tema, cooperando, assim, para o aprimoramento
de meétodos diagnosticos e possibilitar o desenvolvimento de imunizantes, que
venham a contribuir para a diminuicdo dos indices de morbidade e mortalidade

por DENV no mundo.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 DENGUE

2.1.1 Epidemiologia da dengue

A infecgao pelo DENV é considerada uma ameaga global a saude publica,
com dois tergos da populagéo em risco, causando aproximadamente 390 milhdes
de infecgdes a cada ano, em mais de 120 paises com cerca de 20 mil dbitos
(KHAN, M. B. et al, 2023). A transmisséo da doenga ocorre principalmente por via
vetorial, através da picada de fémeas de Aedes aegypti infectadas, podendo
ocorrer também por via vertical ou em casos mais raros, através de transfusées
sanguineas (Ministério da Saude, 2024). A predominancia dos casos
concentra-se nas regides tropicais e subtropicais, em especial nas areas urbanas
e semi-urbanas, visto que ambas propiciam condi¢cdes de temperatura e umidade
favoraveis a proliferagao do vetor (KULARATNE, S. A.; DALUGAMA, C., 2022).

No Brasil, a Portaria de Consolidagdo n° 4, de 28 de setembro de 2017,
estabelece a dengue como uma doenga de notificagdo compulsoria. Dessa forma,
€ obrigatorio que todo caso suspeito e/ou confirmado seja notificado ao Servigo
de Vigilancia Epidemiolégica da Secretaria Municipal de Saude (SMS). Além
disso, nos casos suspeitos de dengue, as notificacdes sao registradas na Ficha
de Notificagdo/Investigagdo da dengue e chikungunya e introduzidas no Sistema
de Informacdo de Agravos de Notificacdo (SINAN). Em todas as esferas do
Sistema Unico de Saude (SUS), os casos suspeitos de 6bitos pela infeccdo do
virus da dengue (DENV) sédo de notificacdo obrigatéria e imediata, em até 24h,
apés o seu conhecimento, pela via de recebimento de dados mais rapida
disponivel. Logo apds esse processo, os dados sdo inseridos no SINAN
(Ministério da Saude, 2024).

Nas primeiras sete semanas de 2024, o Brasil notificou 688.461 casos
provaveis de dengue, com uma incidéncia de 339.0, além de 5.561 casos
diagnosticados como dengue grave, com sinais de alarme, 122 O&bitos
confirmados e 456 obitos em investigagdo (Ministério da Saude, 2024). Nos

primeiros sete meses de 2024, o Estado da Paraiba registrou 11.108 casos
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provaveis de dengue, com incidéncia de 273.60 a cada 100 mil habitantes,
somando-se 10 obitos confirmados e 01 ébito em investigacdo (figura 1). No

mesmo periodo, o municipio de Jodo Pessoa notificou 5.837 casos provaveis,

com incidéncia de

706.83 a cada 100 mil habitantes, 01 6bito confirmado e 1

obito em investigacao (figura 2) (Secretaria de Saude do Estado da Paraiba,

2024).

Figura 1: Epidemiologia
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Figura 2: Epidemiologia da dengue nos primeiros sete meses de 2024 no municipio de Joao
Pessoa/PB.
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2.1.2 Virus da dengue

O virus da dengue (DENV), trata-se de um flavivirus de RNA de fita
simples de sentido positivo (ss+RNA) de 10,7 kb, pertencente ao género
Flavivirus e familia Flaviviridae (CHEW, A.; LIANG, B., 2024; KHAN, J. et al,
2024). Atualmente, sdo reconhecidos quatro sorotipos: DENV-1, DENV-2, DENV-3

e DENV-4, estes, apresentam distinta antigenicidade, esclarecendo as variagdes
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de patogenicidade e manifestagdes clinicas. Esta particularidade também explica
a imunidade vitalicia adquirida a um dos sorotipos, quando um individuo é
acometido por este, em detrimento da suscetibilidade do mesmo individuo em
desenvolver a doenga, quando infectado pelos demais sorotipos (FISHER, R. et
al, 2023).

O principal foco de infeccdo do DENV no hospedeiro sdo as células de
linhagem mieloide, como células dendriticas, mondécitos e macréfagos
(GLASNER, D. R. et al, 2018). No entanto, relatou-se seu tropismo pelos
hepatdcitos, onde este virus se replica de forma eficaz (ALCALA, A. C. et al,
2022). A invasao viral ocorre mediante interacdo com receptores presentes na
superficie das células hospedeiras (receptor Fcy). Uma vez que o DENV se
encontra no meio intracelular, mediante a formagao do endossomo, a acidificagao
desta organela promove uma mudanga conformacional na proteina E do virus,
propiciando a liberagdo do capsideo viral no citoplasma, em que o genoma viral é
traduzido em uma unica poliproteina, que posteriormente é clivada em dez
proteinas virais, tanto por proteases virais, quanto do hospedeiro (figura 3)
(SINHA, S. et al, 2024).

A clivagem do precursor lipoprotéico da origem a trés proteinas estruturais,
que constituem as particulas virais, que sofrem maturagcao e sdo secretadas da
célula infectada, sao proteinas estruturais: glicoproteinas C (capsideo), proteina
M (membrana), tendo um precursor da proteina M (prM) e proteina E (envelope).
Este processamento também forma sete proteinas n&o estruturais (NS): NS1,
NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5, as quais tém um papel fundamental na
replicagcao viral, montagem e modulagdo das respostas imunes do hospedeiro
(figura 3) (HAFIRASSOU, M. L. et al, 2017; SINHA, S. et al, 2024).

O complexo de replicacédo viral € formado pelo RNA viral, proteinas NS
virais e fatores das células hospedeiras. Dessa forma, a presenca de RNA NS5 e
helicase NS3 é necessaria para a sintese da RNA polimerase, a qual promove a
replicacdo do RNA viral no interior de vesiculas derivadas de invaginagdes da
membrana do reticulo endoplasmatico (RE). Posteriormente, ocorre a montagem
das particulas virais (HAFIRASSOU, M. L. et al, 2017). As remodelagdes

pos-traducionais e maturagao das particulas virais recém formadas ocorrem tanto
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no RE, quanto no complexo de Golgi, formando por fim, particulas virais maduras,

que sao liberadas da célula hospedeira (figura 3) (SINHA, S. et al, 2024).

Figura 3: Organizacgéo estrutural e ciclo de vida do virus da dengue.
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2.1.2.1 Caracteristicas e morfologia da proteina nao estrutural NS1

A NS1 é uma glicoproteina, altamente imunogénica, codificada unicamente
pelos integrantes do género Flavivirus (HAFIRASSOU, M. L. et al, 2017; CHEW,
A.; LIANG, B., 2024). O antigeno NS1 é a unica proteina secretada pelas células
infectadas por DENV e seus niveis séricos sdo proporcionais a viremia
(GLASNER, D. R. et al, 2017; FISHER, R. et al, 2023). Esse marcador bioldgico é
secretado juntamente com as particulas de DENV para o meio extracelular,
tornando-a uma verdadeira “arma viral” intracelular e extracelular, envolvida nas
alteragdes das dinamicas imunolégica e organica, observadas no processo de
instalacdo e progressao da infecgdo (ALCALA, A. C. et al, 2022).

A proteina NS1 é sintetizada como um monémero soluvel na célula
infectada, contendo duas a-hélices e 20 fitas B, que sdo estabilizadas por 12
pares de ligagdes dissulfeto intramoleculares (figura 3). A NS1 monomérica sofre
N-glicosilagao, através da insergao de glicanos ricos em manose, no RE e na rede
trans-Golgi. Esse processo ocorre em dois locais da proteina: N130 (glicano
complexo) e N207 (glicano rico em manose). Apos a glicosilagdo, os monémeros
de NS1 se entrelagam e dimerizam, formando uma proteina de 352 aminoacidos,
com uma massa molecular aparente de 40-50 kDa, a depender do seu estado de
glicosilagao (CHEW, A.; LIANG, B., 2024; HUANG, S. et al, 2024).

A arquitetura da NS1 dimérica consiste em trés dominios altamente
conservados: B-ladder (residuos 181-352, sendo um dominio central, que consiste
em nove suportes beta, que organizam-se antiparalelamente por cada monémero,
estabelecendo uma folha beta constante, ao longo de todo o dimero), B-roll
(residuos 1-29, que origina-se do entrelacamento de dois grampos beta) e wing
a/f (residuos 38-151, que se arranjam mediante a jungdo de um subdominio
alfa-beta e um conector, que fica oposto ao primeiro dominio), apresentando
varios residuos hidrofébicos. Além disso, os residuos 30-37 e 152-180 (B3, B8 e
B9) sdo segmentos conectores, responsaveis pela ligagdo entre os residuos
principais (CHEW, A.; LIANG, B., 2024; KHAN, J. et al, 2024).
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Figura 4: Representacao esquematica do dimero NS1 (a) e mondmero NS1 (b).
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Fonte: CHEW, A.; LIANG, B. Structural biology of flavivirus NS1 protein and its antibody

complexes. Antiviral research, v. 227, 2024.

2.1.2.2 Estados multiméricos da proteina NS1

O pleiotropismo estrutural € uma caracteristica marcante da proteina NS1,
que ainda nao esta completamente decifrada. No entanto, estudos relataram que,
apo6s tradugao, translocacédo e clivagem do polipeptideo viral, o dimero NS1 é
formado, glicosilado e se ancora a membrana do RE, supostamente através do
dominio wing a/, consolidando-se como NS1 intracelular (iINS1). Essa
ancoragem facilita a glicosilagdo e o dobramento adequado da proteina
(GLASNER, D. R. et al, 2018; CHOY, M. M. et al, 2020). Além disso, sugere-se
que a NS2A possui uma sequéncia de sinal ancora glicosilfosfatidilinositol (GPI)
no seu N-terminal que n&o é possivel ser clivada, possibilitando o pingamento das
vesiculas contendo NS1 dimérico no RE, as quais se direcionam a novos
processos de glicosilagdo no aparelho de Golgi e, posteriormente, séao
translocadas e fundidas com a superficie da membrana celular, promovendo a
associagdo da NS1 a membrana plasmatica (pmNS1). Esses fendmenos
possibilitam que o dimero NS1 se encontre tanto no meio intracelular, quanto no
extracelular (CHEW, A.; LIANG, B., 2024).
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Outra hipétese levantada sobre a dinamica multimérica da NS1 € que a
sequéncia do sinal ancora GPI é separada do NS2A em algum momento da via,
permitindo que as superficies hidrofébicas internas de dois dimeros interajam
entre si, através do dominio roll B e dois conectores, formando os tetrameros de
NS1 (que possuem formato de “H” reclinado), ou que ocorra a associagéo da
superficie interna de trés dimeros, empilhadas, com as superficies externas
voltadas para o solvente, formando assim, o NS1 hexamérico, que € estabilizado
mediante glicosilagdo em asparagina (Asn130 e Asn207), facilitando sua
excrecdo. Tanto o dimero NS1, quanto as demais formas oligoméricas
(principalmente tetrameros) podem se conectar a HDLs circulantes e serem
transportadas no plasma, consolidando-se como NS1 soluvel (sNS1). Estudos em
Microscopia Eletrénica Criogénica (CriEM) revelaram que a NS1 soluvel
recombinante (rsNS1) de DENV e ZIKV, encontra-se em equilibrio dindmico entre
os estados multiméricos de dimero-tetramero-hexamero (figura 5) (CHEW, A;
LIANG, B., 2024). Além disso, relatou-se que o sNS1 pode exercer um papel na
infeccao viral, evasdo imunoldgica precoce e inducdo da hiperpermeabilidade
endotelial, cooperando para a disseminagdo do virus (GLASNER, D. R. et al,
2018).

Figura 5: Estados multiméricos da proteina NS1.
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Fonte: Adaptado de: GLASNER, D. R. et al. The good, the bad, and the shocking: The multiple
roles of dengue virus nonstructural protein 1 in protection and pathogenesis. Annual review of
virology, v. 5, n. 1, p. 227-253, 2018.
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2.1.3 Imunopatogénese da dengue

O evento tem inicio a partir da picada do mosquito infectado, com
inoculacdo local do virus, que prontamente infecta células dendriticas de
Langerhans subdérmicas, iniciando o processo de replicagdo nestas células. A
viremia € consolidada mediante a migragao do virus para os linfonodos regionais,
nestes 6rgaos, mondcitos e macrofagos sao infectados e caem na circulagao,
propagando o virus para 6rgados soélidos e medula 6ssea (KULARATNE, S. A;
DALUGAMA, C., 2022).

O estudo da imunopatogénese na infecgdo do DENV gerou a consolidagao
de hipoteses que ampliaram o entendimento da patologia, especialmente em
casos graves. Assim, a exposi¢cao em infecgdes repetidas por sorotipos diferentes
do DENV pode desencadear a forma grave da doenga. Esse pressuposto
explica-se pelo aumento dependente de anticorpos, fenbmeno em que os
anticorpos subneutralizantes de uma infecgcdo por DENV preexistente podem
contribuir para a formacdo de imunocomplexos, formados por: anticorpos
subneutralizantes, para o sorotipo da infeccdo passada, anexados ao sorotipo da
infecgao atual. O complexo tem a capacidade de fixar o complemento e aumentar
a captacao viral em células que possuem o receptor Fcy na superficie celular,
culminando na infecgao das células imunes alvo, onde ocorre replicacédo viral
exponencial e como consequéncia, exacerbagado da viremia (KULARATNE, S. A,
DALUGAMA, C., 2022). Esta, apresenta um pico na fase aguda, que ocorre entre
os dias um a quatro, a partir do inicio dos sintomas, enquanto as manifestagées
da dengue grave ocorrem apos o periodo de defervescéncia (diminuicdo da
febre), na chamada fase critica, entre os dias quatro a seis (GLASNER, D. R. et
al, 2018).

Uma outra suposicdo acerca da patogenia da dengue envolve células T
CD4+ e CD8+ com reatividade cruzada de sorotipos. A partir da ativagao dessas
células de memdria na infeccdo secundaria, sdo produzidos fator de necrose
tumoral (TNF)-a e interferon-y, gerando um estimulo adicional a ativagdo de
mondcitos e macréfagos, que produzem e liberam citocinas inflamatérias, como:
(IL-6), interleucina 8 (IL-8) e TNF-a, fenbmeno este chamado de “tempestade de

citocinas”. Ademais, os mastdcitos, plaquetas e outros constituintes do sistema
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imune também participam diretamente desses mecanismos, produzindo e
liberando fator ativador de plaquetas, histamina e leucotrienos. Esses mediadores
inflamatérios promovem a hiperpermeabilidade vascular caracteristica dos
eventos hemorragicos, descritos pelo extravasamento de fluidos e proteinas do
lumen vascular para o intersticio e cavidades serosas, causando o choque, que &
o principal determinante da mortalidade por dengue, devido a hipoperfusao

tecidual, que causa disfungdes organicas (GLASNER, D. R. et al, 2018).

2.1.4 Aspectos clinicos da dengue

Considerando a evolugao clinica, a correta e atual classificagao da dengue
se divide em duas categorias: dengue grave e dengue nao grave. Objetivando
facilitar a decisao terapéutica e prevenir a dengue grave, a forma nao grave da
doencga ainda foi subdividida em: dengue com sinais de alerta e sem sinais de
alerta (Organizagdo Mundial de Saude - OMS, 2009). Dessa forma, a literatura
descreve o curso da doenca desde quadros assintomaticos a sintomaticos, sendo
a dengue nao grave, a principal forma de manifestagcdo, esta é autolimitada,
porém debilitante, caracterizada por febre alta, erupgao cutanea e dor muscular,
retro-orbital e/ou articular (GLASNER, D. R. et al, 2018).

Entretanto, alguns pacientes podem evoluir para dengue grave, com sinais
de alerta que podem incluir: dor abdominal, vémito persistente, manifestacoes de
sangramento, letargia, inquietacdo, hepatomegalia e indicios laboratoriais de
hemoconcentracdo (aumento do hematdcrito e quebra abrupta na contagem de
plaquetas). Estes sinais e sintomas podem indicar vazamento vascular iminente e
progressdo para hipovolemia, hipoperfusdo tecidual e sangramentos
(KULARATNE, S. A.; DALUGAMA, C., 2022).

Os termos caracteristicos da sepse-simile, caracterizada por disfungdes
organicas graves presentes em diferentes conjunturas, foram considerados para
facilitar o entendimento geral da fisiopatologia da dengue grave e contribuir para
uma conduta adequada do corpo clinico, frente aos sinais de alarme e choque,

sao estes: (Organizacao Mundial da Saude, 2009).
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e Sindrome da Resposta Inflamatéria Sistémica (SIRS);

e Sindrome da Angustia Respiratéria Aguda (SARA), caracterizada por
desconforto respiratério grave, que ocorre em detrimento de diversas
condigdes que causam o acumulo de liquido nos pulmdes, dificultando as
trocas gasosas;

e Coagulagao intravascular Disseminada (CIVD), descrita pela formagao de

coagulos sanguineos por toda a extensao do leito vascular.

A Sociedade Brasileira de Pediatria (SBP, 2019) destacou outros sinais de
alerta para dengue grave, especialmente em pacientes pediatricos, os quais
incluem: hipotensdo postural, dor abdominal intensa, vOmitos persistentes,
irritabilidade ou sonoléncia, hemorragias, hepatomegalia dolorosa, diminuigao da
diurese, queda abrupta das plaquetas, dificuldade respiratéria e aumento do
hemataocrito.

De forma complementar, o Ministério da Saude (MS) estabeleceu a prova
do lago como elemento de triagem da dengue para determinar a necessidade de
um monitoramento clinico e laboratorial mais consistente para aquele individuo
(figura 6). Além disso, o MS adotou o novo sistema de classificagdo da OMS, que
tendo como base a gravidade da doenga, agrupa os casos em duas categorias:
dengue com ou sem sinais de alarme e dengue grave, estabelecendo a conduta

clinica de acordo com os grupos descritos na figura 7.
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Figura 6: Protocolo de realizagdo da prova do lago em adultos e criangas com suspeita de
dengue.

REALIZACAO DA PROVA DO LACO

Verificar a pressao arterial e calcular o valor médio pela formula
(PAS+PAD) [ 2.

Exemplo: PA 100x 60 mmHg. E igual a (100+60) / 2, que resulta em
160/2 = 80. Entao a média da PA é 80 mmHg.

Insuflar 0 manguito até o valor médio e manter durante cinco
minutos, em adultos, e trés minutos em criancas.

Desenhar um quadrado com 2,5 cm de lado no antebraco e contar
o nimero de petéquias formadas dentro dele.

PROVA POSITIVA:

» Adultos: se houver 20 ou mais petéquias.

« Criancas: se houver 10 ou mais petéquias.

Atentar para o surgimento de possiveis petéquias em todo
o antebraco, dorso das maos e nos dedos.

Fonte: BRASIL. Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em Saude e Ambiente.
Departamento de Doengas Transmissiveis. Dengue: diagndstico e manejo clinico: adulto e crianga
[recurso eletronico] / Ministério da Saude, Secretaria de Vigilancia em Saude e Ambiente,

Departamento de Doencgas Transmissiveis. — 6. ed. — Brasilia: Ministério da Saude, 2024. ISBN
978-65-5993-577-2

Figura 7: Classificagédo de risco de acordo com os sinais e sintomas da dengue.

Grupo A Atendimento conforme horario de chegada.
Grupo B Prioridade nao urgente.

AMARELO  Grupo C Urgéncia, atendimento o mais rapido possivel.

VIl Grupo D Emerg_enua, ganer:lte com necessidade de
atendimento imediato.

Fonte: BRASIL. Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em Saude e Ambiente.
Departamento de Doengas Transmissiveis. Dengue: diagndstico e manejo clinico: adulto e crianga
[recurso eletrbnico] / Ministério da Saude, Secretaria de Vigildncia em Saude e Ambiente,

Departamento de Doengas Transmissiveis. — 6. ed. — Brasilia: Ministério da Saude, 2024. ISBN
978-65-5993-577-2
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais

Documentar dados na literatura que elucidem a importancia da proteina

nao estrutural NS1 na patogenicidade do virus da dengue.

3.2 Objetivos especificos

e Apresentar a dindmica das fungdes bioldgicas especificas da NS1 no
processo da infecgdo pelo DENV;
e Fomentar a continuidade e amplificacdo de estudos e pesquisas

relacionadas a este marcador bioldgico.



27

4 METODOLOGIA

4.1 Tipo e local de estudo

O presente trabalho trata-se de uma revisdo bibliografica narrativa,
realizada a partir de base de dados digital acerca do papel da proteina nao

estrutural NS1 na patogenicidade do virus da dengue.

4.2 Estratégias de busca

Foram considerados os seguintes critérios de inclusdo e exclusio:
a) Critérios de inclusao
Artigos escritos em lingua portuguesa ou inglesa que abordassem a
participacdo da proteina ndo estrutural NS1 nas alteragdes organicas e
funcionais, durante a infecgao pelo virus da dengue.
b) Critérios de exclusao
Foram excluidos da selegcdo artigos redigidos em linguas diferentes da
portuguesa ou inglesa; estudos fora do contexto do tema principal ou sem

disponibilidade de leitura na integra.

4.3 Instrumentos

A pesquisa foi realizada na base de dados PubMed. Todos os artigos
incluidos no trabalho estavam disponiveis em texto completo e online, no periodo
de 2016 a 2024. Utilizou-se os descritores: proteina ndo estrutural NS1; virus da

dengue; NS1 e a patogenicidade do DENV.

4.4 Procedimentos

A elaboragéao do trabalho foi feita da seguinte forma: leitura dos titulos dos
artigos resultantes da pesquisa das palavras chave, leitura dos artigos escolhidos
na integra e, por ultimo, realizacdo de fichamento do repertério bibliografico

selecionado.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Importancia da proteina NS1 no complexo de replicagao viral

A suscetibilidade a replicacdo de DENV é aumentada em células hepaticas
ou dendriticas humanas pré-expostas @ NS1 (ALCALA, A. C. et al, 2022). Além
disso, PLASZCZYCA, A. e colaboradores (2019) demonstraram que a iNS1
interage com o intermediario de clivagem NS4A-2K-4B (precursor de NS4A e
NS4B maduros), mediante residuos presentes na regido conectora do dominio
wing. A formagao desse complexo desempenha uma agao direta na amplificagao
e replicacdto do RNA viral. Nesse contexto, a iNS1 encontra-se em
compartimentos de membrana, denominados pacotes de vesiculas, juntamente
com RNA viral de fita dupla e os demais constituintes do complexo de replicacéo
viral. Essa evidéncia revela o papel da NS1 na replicacao e sintese de RNA viral
de cadeia negativa (GLASNER, D. R. et al, 2018).

Relatou-se também, que os dimeros de iINS1 encontram-se ancorados a
moléculas de colesterol presentes nas membranas celulares e possuem dominios
hidrofébicos que facilitam sua interacdo com a membrana do RE e que durante a
infeccao por flavivirus, a proteina iINS1 pode contribuir com as alteragdes lipidicas
celulares, recrutando colesterol e ftriglicerideos para o complexo de replicagao
viral. Além disso, esse grupo de pesquisa destacou que a iINS1 também interage
fisicamente com proteinas estruturais (como proteinas E e prM), adquirindo
assim, um comportamento estrutural, juntamente com outras proteinas virais.
Interessantemente, a eliminacdo da NS1 evita a replicacdo viral e a infeccao
(GLASNER, D. R. et al, 2018).

Além disso, observou-se que a interrup¢do da glicosilagdo, por meio de
mutacgdes pontuais (no sitio de N-glicosilacdo) ou tratamento com tunicamicina
(blogueador da formagao de N-acetilglicosamina) ocasionou a agregacao anormal
do NS1 no RE, néo interferindo na sua ligagdo a membrana, mas causando
defeitos na remodelacdo do RE e impossibilitando a formagao dos complexos de
replicacéo virais (HUANG, S. et al, 2024). Nesse cenario, a NS1 contribui tanto

para a producdo dos compartimentos de membrana, quanto para a adesao do
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complexo de replicacdo as membranas, facilitando tanto a replicacdo do RNA

viral, quanto a montagem e a liberagao do virus (GLASNER, D. R. et al, 2018).

5.2 A proteina NS1 interage com o HDL e com o seu receptor

BENFRID, S. et al (2022) relataram a presenga do complexo NS1 :
Lipoproteina de Alta Densidade (HDL) no soro de pacientes hospitalizados,
infectados por DENV e que quando testado em macrofagos humanos primarios,
esse complexo parecia desencadear sinais pro inflamatérios, induzindo a
producado de citocinas pré inflamatérias nessas células. Ademais, CHEW B. L. A.
e colaboradores (2024) descreveram que a formagao do complexo NS1 : HDL
ocorre mediante interagdes hidrofobicas entre o dominio wing do dimero NS1 e a
Apolipoproteina Al (ApoA-1), principal transportador de HDL no plasma.

Considerando que os fatores especificos do hospedeiro que favorecem a
ligacdo e entrada da proteina NS1 tanto nos hepatdcitos, quanto nas demais
células ainda ndo estavam completamente esclarecidos, ALCALA A. C. e
colaboradores (2022) descreveram que tanto em células hepaticas humanas,
quanto em células C6/36 de mosquitos, a proteina sNS1 foi capaz de se ligar ao
Receptor de Eliminacdo de HDL B1 (SRB1) e que anticorpos anti-SRB1
bloquearam a internalizagdo da proteina NS1, bem como a incubagao prévia
dessas células com HDL foi capaz de reduzir consideravelmente a entrada da
NS1 em ambas as linhagens celulares. Esses dados sugerem a capacidade da
proteina NS1 de usurpar receptores de HDL para entrar nas células, explicando
as alteragcbes dos niveis séricos dessa lipoproteina, observadas durante a

infeccdo por DENV.

5.3 A proteina NS1 interage com componentes do sistema imune

Estudos demonstraram que tanto in vitro quanto em individuos infectados
por DENV, que a proteina NS1 é capaz de se ligar a vitronectina, que é um
regulador do complemento, bem como inibir a polimerizagdo da proteina C9 do
complemento e o complexo de ataque a membrana (CONDE, J. N. et al, 2016).

Observou-se também que o NS1 se liga a componentes-chave da ativagado do
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complemento, como a lectina de ligagdo a manose, proporcionando a prote¢ao do
DENV contra a via da lectina do complemento (THIEMMECA, S. et al, 2016).

Dados da literatura também relataram que a proteina NS1 do virus da
dengue (DENV-NS1) é capaz de ligar-se a proteina C4 do complemento e de
recrutar e ativar a proteina C1s (que cliva C4 em C4b). Esses fendmenos
reduzem tanto a deposicdo da C4b nas superficies celulares, quanto a atividade
da C3 convertase (produzida por C4b2Cb), protegendo o DENV circulante no
plasma e as células infectadas da neutralizacdo mediada pelo complemento e da
lise, respectivamente. Além disso, relatou-se que DENV-NS1 se liga a receptores
do tipo Toll-like 4 (TLR4), em macréfagos da medula éssea e em células
mononucleares do sangue periférico humano, induzindo a secreg¢ao da IL-6 e a
transcricdo de genes que codificam outros mediadores inflamatérios como:
TNF-a, interleucina 1 beta IL-13 e IL-8 (figura 8) (GLASNER, D. R. et al, 2018).

A proteina NS1 de diferentes sorotipos de DENV também é capaz de
interagir com o fator nuclear kappa B (NF-kB) e com o fator 6 associado ao
receptor do fator de necrose tumoral (TRAF6), que é pertencente as vias de
sinalizagdo originadas dos receptores ftoll-like (TLRs), dos receptores de IL-1
(IL-1R) e receptor do fator de necrose tumoral (TNFR) (KHAN, J. et al, 2024).
Outras hipéteses relacionadas a interagao da proteina NS1 com constituintes do
sistema imune sugerem que essa proteina também pode se ligar e ativar outras
moléculas fundamentais na patogénese do DENV, como mastécitos e plaquetas,
levando a ativacdo desses componentes, que, por sua vez, secretam
eicosandides (prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos) ou proteases, que
podem contribuir para o vazamento vascular, caracteristico da dengue grave
(figura 8) (GLASNER, D. R. et al, 2018).
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Figura 8: A proteina NS1 ativa as células imunes.
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Fonte: GLASNER, D. R. et al. The good, the bad, and the shocking: The multiple roles of dengue
virus nonstructural protein 1 in protection and pathogenesis. Annual review of virology, v. 5, n. 1,
p. 227-253, 2018.

5.4 Papel da proteina NS1 no vazamento vascular

Sialidases circulantes mais altas sdo determinantes importantes no estado
da infeccao por DENV (PAPA, P., 2024). Em células endoteliais microvasculares
pulmonares humanas, NS1 derivado de DENV-2 foi capaz de desencadear
disfuncdo endotelial, mediante inducdo da expressao e ativacdo de enzimas
degradantes do glicocélice endotelial, tais como: neuraminidases humanas (Neu1,
Neu2 e Neu3), catepsina L e heparanase (figura 9) (GLASNER, D. R. et al,
2018). Também foi demonstrado o aumento da catepsina L e degradagao do
acido sialico, apds tratamento com NS1 em células endoteliais microvasculares
humanas (PUERTA-GUARDO, H.; GLASNER, D. R.; HARRIS, E., 2016). Nesse
sentido, DENV-NS1 tem uma acgao direta nas células endoteliais, promovendo
vazamento vascular in vivo, independentemente de citocinas inflamatdrias, mas
dependente dos constituintes do glicocalice (GLASNER, D. R. et al, 2017).
Paralelamente, a liberacdo de citocinas vasoativas contribui adicionalmente para
o fenbmeno de vazamento vascular (GLASNER, D. R. et al, 2018).

BIERING, S. B. e colaboradores (2021) demonstraram que o anticorpo

monoclonal reativo cruzado 2B7, especifico para NS1 dos flavivirus foi capaz de
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se ligar firmemente com dois peptideos no dominio B-ladder e atuou por meio de
impedimento estérico indireto no dominio wing. Em sintese, o anticorpo 2B7
mostrou diminuir o extravasamento do conteudo vascular promovido por infecgao
de DENV-2 em células endoteliais microvasculares pulmonares humanas,
relevando a importancia dos dominios wing e B-ladder da proteina NS1, na
ligacdo a superficie das células endoteliais e no desencadeamento de eventos
posteriores, respectivamente.

Tendo em vista que as jungdes comunicantes, presentes entre as células
endoteliais, sdo complexos-chave, essenciais para a adesdo, comunicagao e
manutencdo da barreira de protecdo, relatou-se que, em células endoteliais
dérmicas in vitro, DENV-NS1 induz a produgdo do fator da migragcdo de
macrofagos (MIF), culminando na autofagia das proteinas das juncdes
intercelulares (GLASNER, D. R. et al, 2018). Além disso, demonstrou-se que a
entrada de DENV-NS1 nas células endoteliais é realizada por endocitose mediada
por clatrina. Uma vez no meio intracelular, o NS1 se integra aos endossomas e
enzimas ativas, que degradam o glicocalice e interferem na dindmica das juncdes
comunicantes. Esses fenbmenos resultam na perturbacdo da integridade das
barreiras endoteliais, causando hiperpermeabilidade endotelial a solugdes e
fluidos (LO, N. T. N. et al, 2022).

Figura 9: Efeito direto da proteina NS1 na destrui¢cdo do glicocalice endotelial.

Fonte: Adaptado de: GLASNER, D. R. et al. The good, the bad, and the shocking: The multiple
roles of dengue virus nonstructural protein 1 in protection and pathogenesis. Annual review of
virology, v. 5, n. 1, p. 227-253, 2018.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Diante dos resultados encontrados, consideramos que a NS1 € uma das
proteinas mais pleiotropicas codificadas por flavivirus, especialmente pelo DENV.
A proteina nao estrutural NS1 esta relacionada com a viabilidade viral e com os
mecanismos de patogenicidade desenvolvidos no curso da doenga,
principalmente nas formas graves. Os dados disponiveis na literatura nao
elucidam a totalidade da relagdo desse marcador biologico com os sistemas
organicos, durante a infecgdo por DENV. Porém, os estudos encontrados
revelaram a importancia desta proteina nas alteracdes fisiolégicas que levam ao
desenvolvimento dos sinais e sintomas da dengue grave.

Dessa forma, este trabalho contribui na discussdo acerca desse tema,
fomentando a continuidade de estudos que visem elucidar esse componente
indispensavel para a patogenicidade do DENV e que colaborem para o
desenvolvimento de tratamentos e/ou novos métodos diagndstico, que contribuam
para a diminuicdo dos indices de morbidade e riscos eminentes de mortalidade

por dengue no mundo.
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