MINISTERIO DA SAUDE
FUNDACAO OSWALDO CRUZ
INSTITUTO OSWALDO CRUZ

Programa de Pds-Graduagdo em Medicina Tropical

Doutorado em Medicina Tropical

DENGUE NO ESTADO DO RIO DE JANEIRO, 1986-2012: BUSCA POR UM

MARCADOR PRECOCE DE GRAVIDADE

por

BIANCA DE SANTIS GONCALVES

Rio de Janeiro
Outubro de 2017



Ministério da Salude

FIOCRUZ
Fundac¢ao Oswaldo Cruz

INSTITUTO OSWALDO CRUZ

Programa de P6s-Graduacdo em Medicina Tropical

Bianca De Santis Goncalves

DENGUE NO ESTADO DO RIO DE JANEIRO, 1986-2012: BUSCA POR UM

MARCADOR PRECOCE DE GRAVIDADE

Tese apresentada ao Instituto Oswaldo Cruz como parte
dos requisitos para obtencdo do titulo de Doutora em

Ciéncias na area de Virologia.

Orientadoras: Prof.2 Dra. Ana Maria Bispo de Filippis
Prof.2 Dra. Rita Maria Ribeiro Nogueira

RI1O DE JANEIRO
Outubro de 2017



Gongalves, Bianca De Santis .

Dengue no estado do Rio de Janeiro, 1986-2012: busca por um marcador
precoce de gravidade [ Bianca De Santis Gongalves. -, 2017.
xxi, 160 £; il

Tese (Doutorado) - Instituto Oswaldo Cruz, Pos-Graduagdao em Medicina
Tropical, 2017.

Orientador: Ana Maria Bispo de Filippis.
Co-orientador: Rita Maria Ribeiro Nogueira.

Bibliografia: f 114-144

1. Dengue grave. 2. Marcador de gravidade. 3. Antigenemia da NS1. 4.
Viremia. 5. Sorotipos. 1. Titulo.

Elaborada pelo Sistema de Geragao Automitica de Ficha Catalogrifica da Biblioteca de Manguinhos/ICICT com os dados
fornecidos pelofa) autoria).



Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacgao Oswaldo Cruz

INSTITUTO OSWALDO CRUZ

Programa de Pds-Graduacdo em Medicina Tropical

Bianca De Santis Gongcalves

DENGUE NO ESTADO DO RIO DE JANEIRO, 1986-2012: BUSCA DE UM

MARCADOR PRECOCE DE GRAVIDADE

ORIENTADORAS: Prof? Dr.2 Ana Maria Bispo de Filippis
Prof? Dr.2 Rita Maria Ribeiro Nogueira

Aprovada em: 16 /10/2017
EXAMINADORES:

Membros da Banca

Prof.2 Dr.2 Vanessa Salete de Paula - Presidente (Instituto Oswaldo Cruz/Fiocruz)

Prof. Dr. Alex Pauvolid-Corréa (Instituto Oswaldo Cruz/Fiocruz)

Prof. Dr Eduardo de Mello Volot&o (Instituto Oswaldo Cruz/Fiocruz)

Prof.2 Dr.2 Elzinandes Leal de Azeredo (Instituto Oswaldo Cruz/Fiocruz)

Prof. Dr. Guilherme Amaral Calvet(Instituto Nacional de Infectolologia Evandro Chagas/Fiocruz)
Membros Suplentes

Prof. Dr. Filipe Anibal Carvalho Costa (Instituto Oswaldo Cruz/Fiocruz)

Prof.2 Dr.2 Débora Ferreira Barreto (Instituto Oswaldo Cruz/Fiocruz)

Rio de Janeiro, 16 de outubro de 2017



Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacao Oswaldo Cruz

Ata da defesa de tese de doutorado em Medicina Tropical de Bianca De Santis Gongalves, sob
orientag&o da Dr®. Ana Maria Bispo de Filippis e Dr?. Rita Maria Ribeiro Nogueira. Ao décimo sexto dia
do més de outubro de dois mil e dezessete, realizou-se as treze horas e trinta minutos, no Auditério
Maria Deane/FIOCRUZ, o exame da tese de doutorado intitulada: “Dinamica do virus dengue (DENV)
no estado do Rio de Janeiro, 1986-2012: Estudo da gravidade da doenga em relagao a viremia,
antigenemia da NS1, sorotipo e resposta imune” no programa de Pés-graduacao em Medicina
Tropical do Instituto Oswaldo Cruz, como parte dos requisitos para obtengéo do titulo de Doutora em
Ciéncias - area de concentraggo: Diagnostico, Epidemiologia e Controle, na linha de pesquisa:
Dinamica de Transmissao de Doengas Infecciosas e Parasitarias. A banca examinadora foi constituida
pelos Professores: Dr?. Vanessa Salete de Paula - IOC/FIOCRUZ (Presidente), Dr. Alex Pauvolid
Corréa - CDC/FIOCRUZ, Dr. Guilherme Amaral Calvet - INI/FIOCRUZ, Dr2. Elzinandes Leal de Azeredo
- IOC/FIOCRUZ, Dr. Eduardo de Mello Volotdo - IOC/FIOCRUZ e como suplentes: Dr. Filipe Anibal
Carvalho Costa - IOC/FIOCRUZ e Dr®. Debora Ferreira Barreto - IOC/FIOCRUZ. Ap6s arguir a
candidata e considerando que a mesma demonstrou capacidade no trato do tema escolhido e

sistematizagdo da apresentagdo dos dados, a banca examinadora pronunciou-se pela

Q,\f\l\i’ NG (_.j"'u’ da defesa da tese de doutorado. De acordo com o regulamento do Curso de Pés-
Graduagao em Medicina Tropical do Instituto Oswaldo Cruz, a outorga do titulo de Doutora em Ciéncias
esta condicionada a emissdo de documento comprobatério de conclusdo do curso. Uma vez encerrado
o exame, a Coordenadora do Programa, Dr2. Martha Cecilia Suérez Mutis, assinou a presente ata
tomando ciéncia da decisao dos membros da banca examinadora. Rio de Janeiro, 16 de outubro de
2017.

Dr3. Vanéssa Salete de Paula (Presidente da Banca): \i‘* WY XS\\E‘ Ka
Dr. Alex Pauvolid Corréa (Membro da Banca): AN PIMNLO WUp (VN
Dr. Guilherme Amaral Calvet (Membro da Banca) /@/ fsan &““’V“/ G/ *"/
Dr?. Elzinandes Leal de Azeredo (Membro da Banca): < a e ielcr

Dr. Eduardo de Mello Volotao (Membro da Banca): éeﬁ,u« % \\)?Q.b\ﬁ-—-a

Dr?. Martha Cecilia Suarez Mutis (Coordenadora do Programa): d{é{t&t

Av. Brasil, 4365 Manguinhos Rio de Janeiro RJ Brasil CEP: 21040-360
Contatos: (21) 2562-1201 / 2562-1299 E-mail: atendimentoseac@ioc fiocruz.br Site: www fiocruz briiocensino




Trabalho realizado no Laboratorio de Flavivirus do Instituto
Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, com apoio financeiro e
operacional da Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal
de Nivel Superior (CAPES) e da Fundacdo Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ).

Vi



Com carinho, para Pedro De Santis Lima, Gustavo
Lima, Bernardino De Santis (in memoriam), Hilda
De Santis, Edna De Santis, Lara De Santis, Edson De

Santis e Afonso Gongalves.

vii



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus pela oportunidade de viver, de acordar todas as manhés e poder
construir um dia melhor do que o anterior. Agradeco a Deus pelas pessoas que surgiram em
minha vida, e muito mais por aquelas pessoas tdo preciosas que ainda permanecem comigo;
pela disposicdo para trabalhar, pela inspiracdo para escrever, pela perseveranca insuflada em
mim que tornou possivel atravessar um caminho sinuoso até aqui. Agradeco a Ele por todo o
bem e todo 0 mal que a vida me proporcionou, pois fortaleceram meu propdésito de segui-Lo.

Agradeco especialmente a Dr.2 Ana Maria Bispo de Filippis, por conceder-me a honra
em té-la como orientadora, confiando em meu trabalho, por ter apoiado minha iniciativa de
fazer o Doutorado-Sanduiche, ter ajudado muito nesse processo e ter apoiado também minha
deciséo de ndo o fazer por motivos pessoais, por tentar ajudar-me no que eu precisasse, por sua
amizade e carinho.

Agradeco especialmente & Dr.2 Rita Maria Ribeiro Nogueira, por conceder-me a honra
em té-la como orientadora, confiando em meu trabalho, por ter ensinado-me tanto com seu
exemplo, sobre dengue e sobre a vida, por sempre mostrar-se disponivel para tirar davidas, com
carinho, tranquilidade e atencdo.

Ao meu filho, Pedro, agradeco pela alegria didria que preenche meu coragdo e pelo
sentido que sua presenca deu a minha existéncia.

Ao meu amigo, companheiro, parceiro e também marido, Gustavo, por todo apoio,
carinho, compreensdo e dedicacao, por entender minha auséncia tantas vezes, por emprestar seu
ombro amigo, pela preocupacdo comigo de tantas formas.

As minhas meninas: D.Edna, minha mae, D.Hilda, minha v6, e Lara, minha irma-filha,
por cuidarem com tanto amor e carinho do meu bebé, Pedro, para que eu pudesse concluir o
presente trabalho; pela acolhida e incentivo todas as vezes que minha confianca tremulou, pela
ajuda de tantas formas. Gratid&o.

Ao amigo Dr Victor Fiestas, pela colaboracdo na classificagcdo dos casos de dengue
quanto a gravidade.

Aos amigos Jaqueline Bastos e Allison Fabri, pela amizade, e pelo tempo dedicado a
ajudar-me a encontrar e separar as amostras selecionadas para este trabalho.

A Eliane Saraiva por me ensinar a técnica soroldgica para pesquisa de IgG e prestar todo
0 auxilio necesséario para a realizacdo dos ensaios.

A Monique Lima pela colaboragio nos ensaios soroldgicos para a quantificacio da NS1.

viii



A amiga Dinair Couto Lima, pela amizade, carinho, pelos momentos de alegria e
descontracdo, e pelo cultivo e quantificacdo dos quatro sorotipos do DENV para a realizagdo
da curva-padréo nas reacdes de PCR em tempo real.

A Priscila Nunes pela colaboragdo nas primeiras reacbes de PCR em tempo real e
subsequentes analises.

Ao Prof. Dr Pedro Hernan Cabello pela colaboragdo com as analises estatisticas.

Ao Prof. Dr Marco Horta pela colaboracao nas analises estatisticas.

Ao Prof. Dr Renan Moritz.

A Prof.2 Dra. Rosany Bochner.

A minha amiga querida Liliane Conteville, por sua amizade, seu carinho sem fim, por
suas palavras doces de encorajamento.

Ao amigo Dr Alex Pauvolid-Corréa, um agradecimento muito especial, por sempre ter
se mostrado disponivel para ajudar-me, desde antes do doutorado, principalmente no processo
para o Doutorado-Sanduiche no CDC/Fort Collins, EUA, e agora, pelo aceite em participar
como membro da banca de avaliacdo desta tese.

Um agradecimento muito especial a Dr.2 Vanessa Salete de Paula pelo aceite em ser
revisora e também presidente da banca de avaliagdo desta tese, e por suas grandes contribuicoes
COMmo revisora.

A Dr.2 Elzinandes Leal de Azeredo, ao Dr Guilherme Amaral Calvet e ao Dr Eduardo
de Mello Volotéo pelo aceite em participar como membros da banca de avaliagédo desta tese.

Ao Dr Filipe Anibal Carvalho Costa e & Dr.2 Débora Ferreira Barreto pelo aceite em
participar como membros suplentes da banca de avaliagio desta tese.

A Coordenagio de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pela
concessdo da bolsa.

A Coordenacdo do Programa de Po6s-graduacdo em Medicina Tropical por todo o
suporte durante o curso.

A coordenadora do Programa de Pés-graduacdo em Medicina Tropical, Dr.2 Martha
Suarez, sempre tdo solicita, gentil e atenciosa em me atender.

A todos os amigos do Laboratério de Flavivirus, os que ainda estdo no LabFla e os que
seguiram seu caminho por outras veredas, por ajudarem, direta ou indiretamente, na realizacdo
do presente trabalho, por tornarem as horas de trabalho mais leves e felizes, pelos bate-papos
agradaveis, em especial a Mateus Felipe, Carla de Sousa, D.Ana LUcia Bastos, D.Leda Santos,
Sr José Farias, Patricia Siqueira, Cintia Damasceno, Aline Santos, Simone Sampaio, Marcos

Mendonca, Solange Conceicdo, Fernanda de Bruycker-Nogueira, Aparecida (in memoriam),



Sonia Crescembine, Anielly Ferreira, Raissa Domingues, Thiara Manuele, Celeste Torres,
Clarice Monteiro, Karine Bredis.

Aos funcionarios do Pavilhdo Hélio e Peggy Pereira, pela convivéncia amigavel, e em
especial ao técnico Messias, que sempre forneceu insumos para a realizacdo dos experimentos
com boa vontade e alegria.

A todos que direta ou indiretamente contribuiram para a realizacdo deste trabalho.

Gratidao.



“A medida do amor é amar sem medida. ”

(Santo Agostinho)

b

“Senhor, fazei de mim instrumento de Vossa paz.’
(Séo Francisco de Assis)

Xi



Ministério da Saide INSTITUTO OSWALDO CRUZ

FIOCRUZ P6s-Graduagéo em Medicina Tropical

Fundacgao Oswaldo Cruz

RESUMO

Desde a reintroducao do virus dengue (DENV) no Brasil em 1981, mais de 12.500.000 casos
da doenga ja foram reportados, representando um grave problema de salde publica para o pais.
A infeccdo por DENV pode ser assintomatica ou sintomatica, variando de uma forma branda a
formas graves, como a febre hemorragica da dengue e a sindrome do choque da dengue. Em
2009, a OMS estabeleceu um novo critério de classificacdo de casos que tem por objetivo
aprimorar a triagem e o tratamento adequado aos pacientes. De acordo com esses critérios, 0s
pacientes sdo classificados em dengue com sinais de alerta, dengue sem sinais de alerta e dengue
grave. A deteccdo precoce de dengue grave em pacientes sem sinais de alerta que podem evoluir
para a forma hemorragica grave é muito importante para a escolha de uma terapia de suporte
intensivo apropriada, uma vez que vacinas ou terapias especificas com eficacia comprovada
ndo estdo disponiveis. Buscando identificar um marcador de gravidade durante a fase aguda
(0-5 dias de doenca), correlacionamos as variaveis sexo, faixa etaria, numero de dias de doenca,
resposta imune, viremia, antigenemia da NS1, sorotipo e linhagem de DENV-2 & apresentacéo
clinica da dengue, nos grupos “dengue sem sinais de alerta” (DSSA) e “dengue com sinais de
alerta/dengue grave”(DCSA/DG) de pacientes residentes no estado do Rio de Janeiro. Resposta
imune foi classificada por ELISA in-house, antigenemia determinada por quantificagdo da NS1
e viremia quantificada por PCR em tempo real. Do total de pacientes, com DSSA e DCSA/DG,
32,9% (108/328) apresentaram sinais de alerta/dengue grave (DCSA/DG), sendo que 58,3%
(63/108) destes pacientes respondiam a uma primo-infeccdo. Do total de pacientes, com DSSA
e DCSA/DG, 61,9% (200/323) foram classificados com infeccao primaria (perda de 5 amostras
de soro). No estudo 1, os sinais de alerta/dengue grave foram mais frequentes em pacientes com
4-5 dias de doenga (p=0,033). Pacientes de 13-19 anos tiveram chance 75% maior de apresentar
DCSA/DG (p<0,001). Titulos mais altos de NS1 foram encontrados em homens (p=0,019) e
infeccBes primarias (p=0,001). Viremia maior foi observada em mulheres (p=0,027), pacientes
com > 60 anos (p=0,002), infecgdes primarias (p<0,0001), infec¢des com 0-1 dia (p=0,001).
No estudo 2, DENV-3 apresentou maior chance (p=0,025) de induzir sinais de alerta/dengue
grave. DENV-1 apresentou relacdo entre gravidade da dengue e antigenemia (p=0,030).
DENV-3 apresentou niveis mais altos da NS1 (p<0,0001), antigenemia maior em infec¢des
primarias (p=0,012) e no 4°-5° dia de doenca (p=0,035); viremia mais alta foi observada nos
pacientes com > 60 anos (p=0,001) e com 0-1 dia de doenca (p=0,013). DENV-4 apresentou
niveis mais altos de viremia (p<0,0001) e carga viral maior em infec¢des com 0-1 dia de doenca
(p<0,0001). No estudo 3, DENV-2 (linhagem 1) apresentou viremia maior nas infecgdes
primarias (p=0,015). Pacientes infectados pela linhagem Il do DENV-2 ¢ com idade <12 anos
tiveram maior chance de desenvolver sinais de alerta/dengue grave (p=0,028), e viremia mais
elevada com 0-1 dia de infeccdo (p=0,002). Diante das caracteristicas epidemiolégicas do
estado do Rio de Janeiro, hiperendémico, e tendo em vista que se tem acumulado um grande
numero de suscetiveis a infeccdo pelo DENV-3 ao longo de varios anos, a vigilancia tem um
papel muito importante para detectar de forma precoce a reemergéncia desse sorotipo, como ja
foi demonstrado na reemergéncia dos DENV-1 e DENV-2.
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ABSTRACT

Since the reintroduction of the dengue virus (DENV) in Brazil in 1981, more than 12,500,000
cases of the disease have been reported, representing a serious public health problem for the
country. DENV infection can be asymptomatic or symptomatic, ranging from mild to severe
forms, such as dengue hemorrhagic fever and dengue shock syndrome. In 2009, WHO
established a new case classification criteria that aims to improve screening and appropriate
treatment for patients. According to these criteria, patients are classified as dengue with warning
signs, dengue without warning signs and severe dengue. Early detection of severe dengue in
patients with no warning signs that may progress to severe hemorrhagic form is very important
for the choice of appropriate intensive supportive therapy, since vaccines or specific therapies
with proven efficacy are not available. Aiming to identify a severity marker during the acute
phase (0-5 days of disease), we correlated the variables sex, age range, number of days of
disease, immune response, viremia, NS1 antigenemia, serotype and DENV-2 lineage to clinical
presentation of dengue, in the groups "dengue without warning signs” (DWWS) and "dengue
with warning signs/severe dengue™” (DWWS/SD) of patients living in the state of Rio de Janeiro.
Immune response was classified by in-house ELISA, antigenemia determined by quantification
of NS1 and viremia quantified by real-time PCR. Of the total number of patients with DWWS
and DWWS/SD, 32.9% (108/328) presented warning signs/severe dengue, and 58.3% (63/108)
of these patients responded to a primary infection. Of the total number of patients, with DWWS
and DWWS/SD, 61.9% (200/323) were classified with primary infection (loss of 5 serum
samples). In study 1, warning signs/severe dengue were more frequent in patients with 4-5 days
of disease (p=0.033). Patients aged 13-19 years had a 75% higher chance of presenting
DWWS/SD (p<0.001). Higher NS1 titers were found in males (p=0.019) and primary infections
(p=0.001). Higher viremia was observed in women (p=0.027), patients with > 60 years
(p=0.002), primary infections (p<0.0001), infections with 0-1 days (p=0.001). In study 2,
DENV-3 presented a greater chance (p=0.025) of inducing warning signs/severe dengue.
DENV-1 presented an association between dengue severity and NS1 antigenemia (p=0.030).
DENV-3 had higher levels of NS1 (p<0.0001), higher antigenemia in primary infections
(p=0.012) and in the 4th-5th day of disease (p=0.035); higher viremia was observed in patients
>60 years of age (p=0.001) and with 0-1 day of disease (p=0.013). DENV-4 had higher levels
of viremia (p <0.0001) and higher viral load in infections with 0-1 day of disease (p<0.0001).
In study 3, DENV-2 (lineage I) presented major viremia in primary infections (p=0.015).
Patients infected with DENV-2 lineage II and aged <12 years were more likely to develop
warning signs/severe dengue (p=0.028), and higher viremia with 0-1 day of infection (p=0.002).
Given the epidemiological characteristics of the hyperendemic Rio de Janeiro state, and
considering that a large number of DENV-3 susceptible individuals have accumulated over
several years, surveillance plays a very important role in detecting early the re-emergence of
this serotype, as already demonstrated in the reemergence of DENV-1 and DENV-2.
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1 - INTRODUCAO

A dengue é uma arbovirose aguda e sistémica que se estabeleceu globalmente na
transmisséo de ciclos endémicos e epidémicos. A doenga aumentou trinta vezes nos ultimos
cinquenta anos (PAHO/WHO, 2014), atingindo progressivamente o status de pandemia global
(Gubler, 2002). Anualmente, estima-se que ocorram de 50 a 528 milhdes de infecgdes (Bhatt et
al., 2013) em mais de 110 paises (Ranjit & Kissoon, 2011) onde a dengue é endémica,
representando metade da populacdo mundial em area de risco (PAHO/WHO, 2014) (Figura
1.1).

0000
Sy o
G 000 ¢

Média do nimero de casos notificados, 2010-2016 ,///)

I =100 000 0 casos reportados
B 10 000-99 999 [ Sem dados

B 1000-9999 [ N&o se aplica
[] <1000

Figura 1.1-Distribuicao da dengue no mundo, 2010-2016. Adaptado de WHO (2017).

O virus dengue (Dengue virus - DENV) apresenta quatro sorotipos antigenicamente
distintos, porém geneticamente relacionados (DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4) dentro
do complexo antigénico dengue (Calisher et al., 1989). O DENV pertence ao género Flavivirus
(familia Flaviviridae) (Gubler, 1988) e é composto por uma fita simples de RNA de polaridade
positiva, envolto por um nucleocapsideo de geometria icosaédrica (Hammon et al., 1960).

A infeccdo por um sorotipo de DENV confere imunidade persistente especifica ao
sorotipo homdlogo e imunidade passageira (em torno de 3 meses) aos demais sorotipos
heter6logos (Halstead, 2007; Simmons et al., 2012).



A maioria das infec¢fes por DENV é assintomaética (subclinica) ou resulta na febre
classica da dengue (dengue sem sinais de alerta): febre leve e sintomas parecidos com resfriado
(PAHO/WHO, 2014). Entretanto, aproximadamente 0,5% das infec¢cOes resultam em
manifestacdes graves da doenca, que podem ser fatais em 5% dos casos (Vasilakis et al., 2011).

Epidemias de dengue grave trazem um impacto na economia da mesma magnitude da
malaria e de outras doencas infecciosas importantes (Gubler, 2006). A literatura aponta, como
principais fatores associados a formas graves da dengue: a cepa infectante, a idade, a carga
genética do paciente, o sexo e o estado nutricional do individuo (Bravo et al., 1987; Kouri et
al., 1987; Thisyakorn & Nimmannitya, 1993; Watts et al., 1999; Vaughn et al., 2000; Garcia-
Rivera & Rigau-Perez, 2003; Wang et al., 2003; Kalayanarooj & Nimmannitya, 2005; Nguyen
et al., 2008; Chen et al., 2009; de Araujo et al., 2009; Perez et al., 2010; Anders et al., 2011).
Alguns autores associam a forma grave da dengue a infec¢bes secundarias por sorotipos
heterdlogos (Kliks et al., 1988; Halstead, 1988; Kliks et al., 1989; Halstead, 2007; Dejnirattisai
et al., 2010).

No Brasil, o vetor do DENV € o mosquito Aedes aegypti (Brasil, 2009). O controle
vetorial vem sendo alvo dos esforgos para conter a transmissdo do DENV, empregando
combinacles de agentes quimicos e bioldgicos para combater os mosquitos do género Aedes,
incluindo seus criadouros (PAHO/WHO, 2014). Contudo, os esforcos de controle vetorial ndo
tém se mostrado suficientes para reduzir a incidéncia crescente de epidemias da dengue, e muito
menos a expansdo da distribuicdo geogréfica da transmissdo endémica do DENV (Gubler,
1998).

Além da transmissdo pelo vetor, em casos raros, DENV pode ser transmitido através de
transplantes de 6rgdos ou por transfusdo sanguinea a partir de doadores infectados (Weerakkody
etal., 2014).

Até o momento, ndo foram desenvolvidos agentes antivirais efetivos para tratar a
infeccdo, e 0 que temos ainda € o tratamento de suporte (PAHO/WHO, 2014). Recentemente,
a vacina Dengvaxia® foi licenciada no Brasil, assim como nas Filipinas, México e em El
Salvador (Sanofi Pasteur Media Release, 2016). A vacina foi autorizada pela ANVISA, e esta
sendo oferecida em clinicas particulares, em trés doses, com intervalo de seis meses entre cada
dose. Ainda assim, o desenvolvimento de estudos em busca de uma vacina eficiente contra 0s
quatro sorotipos do DENV continua e 0s avancos sao notaveis. Varias vacinas candidatas estao
em diferentes fases de ensaios e a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) oferece assessoria
técnica e orientacdo para paises e parceiros particulares objetivando apoiar a pesquisa em
vacinas e sua avaliacdo (PAHO/WHO, 2014).



1.1 — Historico

A dengue ¢ uma doenga antiga. A origem mais provavel da palavra “dengue” deriva da
lingua Swabhili (ou Kiswabhili, que é uma linguagem Bantu falada tanto como primeira lingua
ou como uma segunda lingua fluente na costa leste africana) (Christie, 1872 apud Gubler, 2014;
Encyclopaedia Britannica, 2015).

Alguns estudos envolvendo sequenciamento do DENV e outros flavivirus sugerem a
origem africana para um flavivirus ancestral (Gubler, 2014). N&o é sabido se a divergéncia dos
quatro sorotipos de DENV ocorreu na Africa, Asia ou em ambas as areas, mas o fato de DENV
ser predominantemente um virus do Velho Mundo sugere que esse grupo divergiu e evoluiu a
sua forma presente na Asia (Gubler, 2014). A origem asiatica dos sorotipos do DENV ¢é
suportada tanto por evidéncias ecoldgicas quanto filogenéticas (Gubler, 2006; Vasilakis &
Weaver, 2008). Parece que os quatro sorotipos do DENV passaram a infectar seres humanos a
partir da evolugdo de um ciclo selvagem para adaptacdo a aldeias e cidades depois que
assentamentos urbanos se difundiram (Gubler, 2014). A literatura sugere que 0s sorotipos do
DENV provavelmente evoluiram como virus de mosquitos antes de adaptarem-se a primatas
inferiores. A adaptacdo a humanos teria ocorrido ha, aproximadamente, 1500 a 2000 anos
(Holmes & Twiddy, 2003; Weaver & Barrett, 2004). Biologicamente, 0o DENV ¢ adaptado aos
seus hospedeiros vetores, mantendo-se por transmissao vertical em espécies de mosquitos
responsaveis por ciclos silvestres com amplificacdo periddica em primatas inferiores (Gubler,
2014).

O primeiro registro de uma doenca clinicamente compativel consta em uma
enciclopédia médica chinesa, publicada pela primeira vez durante a Dinastia Chin (265 a 420
d.C.) e formalmente editada em 610 d.C. durante a Dinastia Tang, e novamente em 992 d.C.
durante a Dinastia Sung do Norte (Nobuchi, 1979 apud Gubler, 1998). Os chineses apelidaram
a doenca de veneno da agua, e acreditavam que ela estaria associada de alguma forma a insetos
alados e agua.

Com a expansdo da industria através das navegacGes nos séculos XVIII e X1X, cidades
portuérias cresceram e tornaram-se mais urbanizadas, estabelecendo condigdes ideais para a
proliferacdo do principal mosquito vetor, Ae. aegypti. Consequentemente, epidemias de dengue
foram comuns nesse periodo, atingindo o continente americano, a Asia, a Austréalia (desde
1800) e o Pacifico. Tanto 0s mosquitos quanto os virus foram disseminados para novas areas
geograficas causando grandes epidemias quase simultaneas (Rush, 1789 apud Dick et al., 2012;
Hirsch, 1883 apud Gubler, 1998; Pepper, 1941 apud Gubler, 1998; Howe, 1977 apud Gubler,
1998).



Com o fim da Il Guerra Mundial, que favoreceu a circulagdo de varios sorotipos em uma
mesma area geografica, a rapida urbanizagdo no sudeste asiatico conduziu ao aumento da
transmisséo e a hiperendemicidade (Gubler, 2014). Passaram a ocorrer surtos da forma grave
da dengue, até entdo desconhecida. A primeira grande epidemia da forma grave da dengue
ocorreu em 1953 nas Filipinas (sudeste asidtico) como um resultado direto da mudanca
ecoldgica na regido. No entanto, ndo atribuiram a epidemia a dengue, confundindo-a com febre
amarela e outras arboviroses (Martinez-Torres, 1990). A forma grave da dengue so foi associada
a doenca cinco anos depois, em 1958, durante a epidemia de Bangcoc (Tailandia) (Martinez-
Torres, 1990), e nos anos seguintes, surtos de dengue grave acometeram inlmeros paises
(Gubler, 1997).

Nos ultimos 25 anos do seculo XX, deu-se a expansdo geografica de magnitude global
e dramatica de dengue grave, facilitada pela urbanizacdo desordenada em paises tropicais em
desenvolvimento. Entre outros fatores estdo a falta de controle efetivo do mosquito e a
globalizagdo (Gubler, 2006). Contudo, como os meios de transporte ndo eram tdo rapidos no
século XIX e nas primeiras décadas do século seguinte, parece que durante anos apenas um
sorotipo persistia circulando em dada regido, o que acarretava surtos epidémicos de tempos em
tempos, dadas as alteraces na populacdo de suscetiveis (Gubler, 2006).

O DENV foi isolado pela primeira vez somente em 1943, durante a Il Guerra Mundial,
sendo designado sorotipo 1 (DENV-1), por Hotta e Kimura (Hotta & Kimura, 1952). No ano
seguinte, 1944, Sabin e Schlesinger isolaram virus de soldados americanos lotados na india,
Nova Guiné e Havai e, conseguiram demonstrar que algumas cepas virais das trés localidades
eram antigenicamente semelhantes, sendo o virus do Havai considerado cepa protétipo (DENV-
1 Havai) (Gubler, 2014). Varios isolados de outra cepa viral antigenicamente distinta da Nova
Guiné foram batizados “DENV-2"(Gubler, 2014). Em 1956, DENV-3 e DENV-4 foram
isolados de pacientes com dengue grave com sintomas hemorragicos durante uma epidemia em

Manila, nas Filipinas (Hammon et al., 1960).

1.2 — Epidemiologia da dengue
1.2.1 — Dengue no mundo

A dengue é uma doenca difundida pelas regides tropicais e subtropicais do mundo, com
variacdes locais de risco influenciadas pela precipitacdo, temperatura e urbanizacao rapida ndo
planejada (WHO, 2017). Antes de 1970, apenas nove paises relatavam epidemias de dengue
grave. Atualmente, a dengue é endémica em mais de 100 paises, distribuidos pelas regides das
Américas, Sudeste da Asia, Pacifico Ocidental, Mediterraneo Oriental e Africa, sendo as trés

primeiras areas as mais seriamente afetadas (WHO, 2017). O namero real de casos de dengue
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no mundo esta subnotificado e muitos casos sdo classificados equivocadamente (WHO, 2017).
Bhatt e colaboradores (2013) estimam que 390 milhdes de infecgdes ocorram anualmente, dos
quais 96 milhdes sdo formas sintomaticas.

A dengue grave foi reconhecida pela primeira vez na década de 1950 durante epidemias
de dengue nas Filipinas e na Tailandia. Hoje, a forma grave da dengue afeta a maioria dos paises
asiaticos e latino-americanos, tornando-se uma das principais causas de hospitaliza¢éo e morte
entre criangas e adultos nessas regides (WHO, 2017).

Em 2016, o mundo vivenciou grandes surtos de dengue. A regido das Américas
notificou mais de 2,38 milhGes de casos e 1032 6bitos em 2016. E o Brasil foi responsavel por
quase 1,5 milh&o de notificagbes, aproximadamente 3 vezes mais que em 2014. A Regido do
Pacifico Ocidental notificou mais de 375 mil casos suspeitos no mesmo ano, dos quais 176. 411
foram registrados pelas Filipinas e 100.028 pela Maléasia. Estima-se que, anualmente, 500 mil
pessoas necessitem de hospitalizacao pela forma grave da dengue, e destas, 2,5% evoluem para
0 6bito (WHO, 2017).

1.2.2 — Dengue no continente Americano

Doengas que apresentam caracteristicas epidemioldgicas e sinais clinicos semelhantes
as caracteristicas encontradas na dengue tém sido descritas nas Américas por mais de 200 anos.

No continente americano, a primeira epidemia de uma doenca semelhante a dengue foi
registrada em 1635 na Martinica e em Guadalupe, e em 1699 no Panam4, sem, contudo, haver
confirmacéo clinico-laboratorial de que de fato o agente etioldgico foi 0 DENV (McSherry,
1982; Gubler, 1997; Schneider & Droll, 2001; Halstead, 2008).

Até a década de 1960, a maioria dos surtos de dengue ocorria em intervalos de uma ou
mais décadas e, desde entdo, esse intervalo tem diminuido (PAHO, 1994). Em 1953-1954, em
Trinidad, o sorotipo 2 foi isolado, sem, contudo, haver epidemia (PAHO, 1994). A primeira
epidemia documentada laboratorialmente de dengue nas Ameéricas envolveu o sorotipo 3,
afetando o Caribe e a Venezuela em 1963-1964 (PAHO, 1994). Em 1968-1969, varias ilhas do
Caribe foram afetadas por uma epidemia na regido, em que os sorotipos 2 e 3 foram isolados.
Entre o inicio e meados da década de 1970, os sorotipos 2 e 3 estiveram associados a surtos
extensivos na Coldmbia, além de terem se tornado endémicos na regido caribenha (PAHO,
1994). Em 1977, o sorotipo 1 foi introduzido nas Américas e, apos ter sido identificado na
Jamaica, difundiu-se para a maioria das ilhas caribenhas causando surtos explosivos (PAHO,
1994). Surtos similares foram observados na regido norte da América do Sul (Colémbia,
Venezuela, Guiana, Suriname, Guiana Francesa), na América Central (Belize, Honduras, El

Salvador, Guatemala) e no México. Além disso, no estado do Texas, nos Estados Unidos, houve
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0 registro de transmissdo autoctone de DENV-1 durante a segunda metade da década de 1980
(PAHO, 1994). Em torno de 702 mil casos de dengue foram notificados pelos paises acometidos
entre 1977 e 1980, sendo DENV-1 o principal sorotipo com circula¢do no continente americano
(PAHO, 1994). Contudo, sugere-se que tenha ocorrido nimero maior de casos, uma vez que
apenas em Cuba, que apresentava a época em torno de 10 milhGes de habitantes, 42% desta
populacéo foi infectada por DENV-1 (PAHO, 1994).

Durante a década de 1980, a dengue difundiu-se amplamente na regido, agravando
consideravelmente o problema da dengue no continente americano (PAHO, 1994). Em 1982,
ocorreu uma epidemia causada pelos sorotipos 1 e 4 na regido norte do Brasil (Osanai et al.,
1983), enquanto em 1986, um grande surto de DENV-1 surpreendeu o estado do Rio de Janeiro
e, subsequentemente, DENV disseminou-se para varios outros estados brasileiros (Schatzmayr
et al.,, 1986; PAHO, 1994). Além disso, paises sem registros anteriores de transmissdo do
DENV, ou onde a dengue nao foi observada por varias décadas, sofreram epidemias extensivas
causadas por DENV-1, como Bolivia (1987), Paraguai (1988), Equador (1988) e Peru (1990),
onde DENV-4 também foi isolado (PAHO, 1994). Estudos sorolégicos sugerem que milhdes
de individuos foram infectados durante os surtos, embora apenas 240 mil casos tenham sido
notificados pelos cinco paises entre 1986 e 1990, periodo em que nimero de casos de dengue
grave aumentou significativamente (PAHO, 1994).

Até hoje, a epidemia de dengue grave, causada por DENV-2, ocorrida em Cuba em 1981
é, marcadamente, 0 mais importante evento na histéria da epidemiologia da dengue no
continente americano; foram notificados mais de 344 mil casos de dengue e 158 6bitos, sendo
101 obitos de criancas (Kouri et al., 1986; Gubler, 2006). Diante do quadro alarmante, o
governo cubano implementou um programa de controle do vetor, 0 mosquito Ae. aegypti, que
conseguiu eliminar a dengue e quase erradicou o vetor. Antes da epidemia em Cuba, casos
suspeitos de dengue grave eram esporadicos no continente americano. Entretanto, a partir de
1981 até 1991, excetuando-se o ano de 1983, casos confirmados de dengue grave foram
notificados anualmente (PAHO, 1994).

O segundo surto de dengue grave, com o isolamento dos sorotipos 1, 2 e 4, ocorreu na
Venezuela, em outubro de 1989, atingindo o pico em janeiro de 1990, decrescendo em seguida
e, aparentemente terminando em abril, embora casos de dengue grave tenham continuado a
ocorrer ao longo do ano de 1990 (PAHO, 1994). Em torno de dois-tercos dos 5990 casos e
obitos notificados acometeram criancgas abaixo de 14 anos (PAHO, 1994).

Além de Cuba e Venezuela, outros paises também notificaram casos de dengue grave:
Brasil, Aruba, Colémbia, Republica Dominicana, El Salvador, Honduras, México, Nicaragua,
Porto Rico, Santa Lucia, Suriname e llhas Virgens (PAHO, 1994).



Atualmente, até a 412 semana epidemioldgica (27 de outubro de 2017), as areas mais
afetadas foram: 1) a regido Andina, com 132 6bitos, 571 casos de dengue grave e o total de
120.792 casos de dengue e dengue grave; 2) o Cone Sul, com 88 dbitos, 184 casos de dengue
grave e o total de 221.016 casos de dengue e dengue grave; 3) a regido das Américas do Norte,
Central e México, com 32 Gbitos, 408 casos de dengue grave e o total de 136.984 casos de
dengue e dengue grave; e o Caribe Latino, com um ébito, 65 casos de dengue grave e o total de
1.315 casos de dengue e dengue grave. Em seguida, o Caribe Hispanico registrou 3.101 casos

de dengue, sem registro de casos de dengue grave ou de 6bito (PAHO/WHO, 2017).

1.2.3 — Dengue no Brasil

Surtos de dengue no Brasil sdo registrados desde o século XIX. Em 1846, o Rio de
Janeiro notificou uma epidemia de uma doenca denominada polka (a mialgia e artralgia que
acometiam o0s pacientes provocava espasmos, caracteristicos da danca polca) (Mariano, 1916
apud Figueiredo, 2003). Além desse episodio, surtos de dengue provavelmente ocorreram no
Rio de Janeiro em outros momentos durante o século X1X (Rego, 1872 apud Figueiredo, 2003),
assim como no Nordeste e no Sul do Brasil (1896 em Curitiba) (Reis, 1896 apud Figueiredo,
2003). Além disso, no comego do século XX, foram notificadas epidemias no Rio Grande do
Sul em 1917 (Mariano, 1916 apud Figueiredo, 2003) e no Rio de Janeiro em 1922-1923 (Pedro,
1923 apud Figueiredo, 2003). No final do seculo XX, com a disseminacéo de epidemias de
dengue na América Central e no Caribe, um surto de DENV-1 e DENV-4 (isolados de pacientes
e do vetor, Ae. aegypti) foi registrado em Boa Vista (Roraima) e na regido amazonica. Entre
julho de 1981 e agosto de 1982, a epidemia de dengue acometeu em torno de 11 mil pacientes,
que apresentavam uma febre viral ndo-especifica e benigna (Osanai et al., 1983). O Brasil
enfrentou inimeras epidemias de dengue desde entdo, com a disseminacdo do vetor e do virus
por todo o pais, especialmente nas areas mais populosas.

Desde a introdugéo do DENV no Brasil em 1981, mais de 12.560.000 casos de dengue
foram notificados (Osanai et al., 1983; Schatzmayr et al., 1986; Nogueira et al., 1988; SVS/MS,
2017). A primeira epidemia de dengue no sudeste do Brasil teve inicio em Nova Iguacu (Rio
de Janeiro) em marco de 1986, e foi causada pelo sorotipo 1. Foi uma epidemia explosiva em
que DENV-1 foi isolado de pacientes que apresentavam doenca exantematica caracterizada
como dengue classico. A partir de Nova Iguacu, a epidemia se disseminou para o restante da
regido metropolitana do Rio de Janeiro (Schatzmayr et al., 1986). A partir de 1986, as infeccbes
por DENV tornaram-se um problema de salde publica nacional. Até 1987, estima-se que em
torno de 3 milhdes de individuos foram infectados e 95 mil casos de dengue foram notificados.
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A maioria apresentava uma doenga febril indiferenciada ou a classica febre da dengue,
caracterizada por cefaleia, dor retrobulbar, mialgia, eritemas e prurido, sendo raras as
manifestacdes hemorragicas (Marzochi et al., 1987; Figueiredo et al., 1990). A epidemia
também atingiu Alagoas em 1986 e o Ceara, entre 1986 e 1993, acometendo, aproximadamente,
50 mil individuos neste dltimo (Vasconcelos et al., 1995; FUNASA, 2002). Em 1987, a
epidemia foi reportada no centro-oeste. A partir de 1990, DENV-1 foi identificado em todas as
regides do Brasil.

Em abril de 1990, o DENV-2 foi isolado pela primeira vez no Brasil, no municipio de
Niterdi, dando inicio a uma epidemia no estado do Rio de Janeiro (Nogueira et al., 1990). De
agosto de 1990 a abril de 1991, durante a onda epidémica provocada pela grande circulacéo do
DENV-2, a dengue apresentou-se de forma mais grave que na epidemia do DENV-1, haja vista
0 maior numero de hospitalizacbes e os pacientes com contagem baixa de plaguetas
(<10%/mm3). A diferenca na taxa de manifestacdes hemorragicas entre as duas epidemias ndo
foi significativa, e a classificacdo dos casos em ambas foi dengue classico para o Ministério da
Saude (Nogueira et al., 1993). Foram 17 mil notifica¢Oes, aproximadamente 340 casos de
dengue grave com manifestacfes hemorrdgicas e numero incerto de obitos (Cunha & Netto,
1991). Deu-se entdo, subsequente disseminagdo do virus para outras regides do pais com maior
namero de casos graves de dengue e 0s primeiros casos fatais devido a infeccdo secundaria
(Nogueira et al., 1999).

DENV-1 e DENV-2 co-circularam desde entdo (Nogueira et al., 1991; Zagne et al.,
1994). DENV-2 também atingiu a regido amazonica, assim como o Nordeste, em 1994, além
do isolamento de DENV-1 durante a mesma epidemia, com a notificacdo de 27 mil casos de
dengue, 26 casos de dengue grave e 14 obitos em 3 meses s6 no estado do Ceara (Vasconcelos
et al., 1993; Vasconcelos et al., 1995). Assim como aconteceu com DENV-1, as epidemias de
DENV-2 foram notificadas em praticamente todas as regides do pais, em muitos casos
associadas ao DENV-1, com ao menos um caso de co-infec¢do por ambos os sorotipos (Rocco
etal., 1998; FUNASA, 2002).

Em 1999, DENV-3 foi isolado pela primeira vez no Brasil, de um paciente retornando
de viagem a Nicaragua, o que sugere que o0 DENV-3 circulou na América Central e na América
do Sul antes de atingir o Brasil (comunicacdo pessoal Rocco IM, Instituto Adolfo Lutz, 1999
apud Figueiredo, 2003). Ausente das Ameéricas por quase 15 anos, DENV-3 foi introduzido no
Brasil também pelo estado do Rio de Janeiro em 2000, dando inicio a uma epidemia em janeiro
de 2001, com dispersao para o norte, nordeste e sudeste do pais, atingindo seu apice em 2002
(FUNASA, 2002). No verdo de 2001-2002, o DENV-3 causou uma das maiores epidemias até

entdo descritas no territério nacional (Nogueira et al., 2001; De Simone et al., 2004; Nogueira
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et al., 2005). O sorotipo 3 manteve-se prevalente na maioria dos estados brasileiros de 2002 a
2006, sendo substituido pelo DENV-2 em 2007-2008 (dos Santos et al., 2013). DENV-2 causou
uma epidemia grave em todo o Brasil no ano de 2008, sendo o estado do Rio de Janeiro
particularmente afetado, registrando 31,7% dos casos de dengue (255.818/806.036) (dos Santos
etal., 2013). No ano seguinte, 2009, DENV-1 reemergiu na regido sudeste, substituindo DENV-
2 e DENV-3 (dos Santos et al., 2013).

Em 2010, ap6s 28 anos sem ser notificado no pais, DENV-4 reemergiu no Brasil,
inicialmente em Roraima, atingindo em seguida Amazonas, Para, Piaui, Pernambuco, Babhia,
Cearéa e, ap0s 8 meses de sua reemergéncia, chegou ao Rio de Janeiro (Nogueira & Eppinghaus,
2011). Contudo, DENV-1 foi o sorotipo mais prevalente, causando epidemias com mais de 2
milhGes de notificagdes em 2010 e 2011 (SVS/MS, 2017).

De 2011 até 2017 (até a 332 semana epidemioldgica, dia 19/08/17), o Brasil notificou mais
de 6.799.432 casos de dengue, sendo os anos de 2013 (1.452.489 casos), 2015 (1.688.688 casos)
e 2016 (1.500.535 casos) os mais representativos quanto ao numero de registros de casos. O ano
de 2017 mostra uma reducdo no numero de notificacGes de dengue grave e 6bitos em relacédo ao
mesmo periodo do ano anterior: 169 casos notificados de dengue grave e 83 6bitos por dengue em
2017, enquanto em 2016, foram notificados 881 casos de dengue grave e 675 6bitos (SVS/MS,
2017).

O Sistema de Vigilancia Epidemiologica registrou grandes epidemias de dengue: em 1986
do DENV-1, em 1990 do DENV-2, em 2002 do DENV-3, em 2008 do DENV-2, em 2010 do
DENV-1, em 2013 do DENV-4, em 2015 e 2016 do DENV-1 (SVS/MS, 2017).

Fica evidenciada a importancia do papel do estado do Rio de Janeiro na epidemiologia da
dengue, sendo a porta de entrada e de dispersdo de trés (DENV-1, 2 e 3) dos quatro sorotipos
atualmente circulantes no pais. Nos Gltimos 25 anos, o estado foi marcado por extensas epidemias
resultantes da introdug@o dos DENV-1 em 1986, DENV-2 em 1990, DENV-3 em 2000 e DENV-
4 em 2011, sendo a Regido Metropolitana a mais afetada (Schatzmayr et al., 1986; Nogueira et
al., 2005; Nogueira & Eppinghaus, 2011).

1.3 — Epidemiologia molecular do DENV no Brasil

A grande diversidade genética do DENV pode ter contribuido para consequéncias
graves, como 0 aumento da patogenicidade, transmissibilidade e propriedades de viruléncia
(Figueiredo, 2012). A diversidade genética permite o aumento da replicacdo viral apos

infeccdes heterdlogas devido a imunidade reativa cruzada limitada (Chen & Vasilakis, 2011).



Os quatro sorotipos sdo geneticamente distintos, e cada um apresenta variagdes genéticas
classificadas como subtipos ou gendtipos (Afiez et al., 2011).

Estudos de filogenia tém descrito cinco genotipos distintos para DENV-1: gendtipos |
ao V; seis genotipos para DENV-2: Asiatico |, Asiatico Il, Sudeste Asiatico/Americano,
Americano, Cosmopolita e Selvagem; cinco gendtipos para DENV-3: 1 ao V; e quatro gen6tipos
para DENV-4: 1 ao IV (Tung et al., 2008; dos Santos et al., 2011; Afiez et al., 2012; Dettogni
& Louro, 2012).

No Brasil, circula o gendtipo V do DENV-1 (Américas/Africa), o gendtipo Sudeste
Asiatico/Americano do DENV-2, o geno6tipo |11 do DENV-3, e gen6tipos | e 11 do DENV-4 (de
Araujo et al., 2012; Nunes et al., 2012; Faria et al., 2013; de Bruycker-Nogueira et al., 2015).

A introducéo de novos gendtipos de DENV pode ter facilitado o aumento da gravidade
no quadro clinico da dengue nas epidemias mais recentes (Afiez et al., 2011).

Os primeiros casos de dengue grave com manifestagdes hemorragicas nas Américas, na
década de 1980, foram causados pelo DENV-2, gendtipo Asiatico/Americano, que substituiu o
gendtipo Americano, acarretando casos mais graves (Rico-Hesse et al., 1997).

No Brasil, os primeiros casos de dengue grave com manifestacbes hemorragicas
passaram a ser notificados apos a introducéo de DENV-2 no estado do Rio de Janeiro (Nogueira
et al., 1993). Analises filogenéticas confirmaram a origem asiatica do genotipo referente as
amostras de DENV-2 que circularam durante a epidemia de 1990 (Miagostovich et al., 1998).
Amostras do genotipo Asiatico/Americano foram isoladas durante periodos epidémicos em
1990 e 1998 no Rio de Janeiro e também em 2007-2008 no mesmo estado (Oliveira et al., 2010;
Romano et al., 2010; Nunes et al., 2016).

Esse panorama sugere que virus geneticamente diferentes detectados no Rio de Janeiro
podem ser o resultado de evolugéo local do DENV-2 desde sua introdugdo em 1990 (Oliveira
et al., 2010; Faria et al., 2013). De fato, amostras de DENV-2 circulando no Brasil pertencem
a diferentes linhagens do genotipo Asiatico/Americano: linhagem I, que circulou de 1990 a
2003, e linhagem Il para amostras isoladas a partir de 2007 (Faria et al., 2013; Nunes et al.,
2016). A circulagdo da linhagem Il do DENV-2 trouxe um grande impacto na epidemiologia
da dengue, particularmente para o Rio de Janeiro. A epidemia de 2008, causada
predominantemente pela linhagem 11 do DENV-2, foi considerada de grande magnitude, sendo
notificados mais de 806 mil casos de dengue no Brasil e, s6 no estado do Rio de Janeiro houve,
aproximadamente, 322 mil notificacdes e 252 obitos (Nogueira et al., 2007; SVS, 2008).

Além do grande nimero de casos graves e 6bitos, observou-se um aumento na gravidade

dos casos em criangas (<15 anos) (Teixeira et al., 2009). Dessa forma, o perfil patogénico da
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epidemia de 2008 no Rio de Janeiro foi marcado pela circulagdo da linhagem Il do DENV-2 e

pela faixa etaria de criancas (Nunes et al., 2016).

1.4 — Agente etioldgico: DENV
1.4.1 — Estrutura do DENV

O DENV ¢ constituido por quatro sorotipos, DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-
4, que pertencem ao género Flavivirus, da familia Flaviviridae (da qual o virus da febre amarela
é o tipo especifico), abrangendo aproximadamente 50 virus (Westaway & Blok, 1997;
Fernandez-Garcia et al., 2009; Simmonds et al., 2017). Todos os flavivirus apresentam grupo
de epitopos em comum presentes na proteina do envelope, 0 que leva a reagdes cruzadas em
testes sorologicos, dificultando o diagnostico soroldgico laboratorial, ainda mais quando trata-
se dos quatro sorotipos de um mesmo virus (Gubler, 1998).

Esférico e relativamente pequeno, medindo cerca de 40 a 50nm de didmetro, DENV €
envolto por um envelope lipoproteico (Gubler, 1998). O virion do DENV é caracterizado por
uma superficie relativamente lisa, com aproximadamente 50 nm de didmetro, e um nucleo
eletrodenso envolto por uma bicamada lipidica (Kuhn et al., 2002). Seu genoma é formado por
fita simples de RNA de polaridade positiva que funciona como RNA mensageiro. O genoma,
constituido por aproximadamente 10.700 bases, codifica dez proteinas, sendo trés estruturais e
sete ndo estruturais. As trés proteinas estruturais que ocorrem em gquantidades estequiométricas
na particula sdo: proteina C (100 aminoéacidos), proteina prM (75 aminoéacidos), e proteina E
(495 aminoacidos). As proteinas ndo-estruturais sdo: NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e
NS5 (Gubler, 1998; Kuhn et al.,, 2002). As proteinas estruturais atuam na conformacéo
arquitetonica da particula viral, enquanto as proteinas nao-estruturais sao responsaveis pela
replicacdo e montagem dos novos virus (Kinney & Huang, 2001).

As particulas virais sdo envelopadas por uma bicamada lipidica que esta inserida em
uma estrutura icosaédrica formada pela glicoproteina E do envelope (Khun et al., 2002). A
glicoproteina E estd ancorada na membrana viral por duas hélices transmembrana C-terminais
(Cockburn et al., 2012). Sua estrutura possui trés dominios diferentes. O DI, que contém a
regido N-terminal, estd no centro juntamente ao DIl e ao DIII, lado a lado, sendo que DII
apresenta um loop de fuséo hidrofébico (a sequéncia de aminoacido do loop € conservada entre
os flavivirus) na sua ponta mais distante (Cockburn et al., 2012). O loop de fusdo insere-se na
membrana endossomal durante a mudanga conformacional fusogénica da membrana dirigida
pela acidificacdo do pH (Cockburn et al., 2012). Esse processo é necessario para liberar o acido

nucleico viral no citoplasma e iniciar a infeccdo. A porcdo C-terminal do ectodominio, o DIII,
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¢ um sanduiche com oito fitas beta () com uma superfamilia de imunoglobulinas. Acredita-se
que DIII atua na ligagéo ao receptor (Crill & Roehrig, 2001).

E sabido que as particulas do DENV apresentam uma organizacdo diferente das
glicoproteinas da superficie de acordo com a temperatura: quando estdo em temperatura acima
de 34°C, como no corpo humano, e quando estdo em temperaturas mais baixas, como acontece
nos mosquitos (Fibriansah etal.,, 2013; Zhang etal., 2013). O entendimento dessa
particularidade do virus traz importantes implicacdes para a compreensdo da forma como as
particulas virais sdo apresentadas ao sistema imunolégico humano, além de ser fundamental

para o desenvolvimento de uma vacina efetiva (Rey, 2013).

1.4.2 — Proteinas do DENV

O DENV apresenta um genoma formado por uma fita simples de RNA, com polaridade
positiva e aproximadamente 11000 bases, e contém uma Unica sequéncia de leitura aberta,
flanqueada por regides 5’ e 3’ ndo traduzidas (Kuhn et al., 2002). A sequéncia de leitura aberta
é traduzida em uma poliproteina composta por 3300 aminoacidos que é clivada pelas proteases
do hospedeiro e do virus em proteinas estruturais e ndo estruturais (Kuhn et al., 2002;
Lindenbach et al., 2007; Lindenbach et al., 2013). As proteinas estruturais sdo codificadas na
extremidade 5° do genoma, € 0S genes para as proteinas nao estruturais estdo localizados ao
longo da sequéncia (Chambers et al., 1990). A ordem das proteinas codificadas na sequéncia
de leitura aberta é 5'-C-prM(M)-E-NS1-NS2a-NS2b-NS3-NS4a-NS4b-NS5-3" (Chambers et
al., 1990) (Figura 1.2).

5' UTR
NS2A NS4A
| -y T
C ML E I NSTIITNSS ] N ‘
NS28 NS48 ¥ UTR

Figura 1.2-Genoma do DENV apresentando as 3 proteinas estruturais (Capsideo, Membrana e
Envelope) e as 7 proteinas ndo estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NSb).
Adaptado de Guzman e colaboradores (2010a).

As proteinas estruturais diferenciam os sorotipos virais e fazem a ligacdo do DENV as
células do hospedeiro para a entrada do virus (Lindenbach et al., 2013).
A proteina C, presente nos virions, € uma proteina pequena (aproximadamente 12-

14kD), que forma um componente estrutural do nucleocapsideo (Chambers et al., 1990).
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A proteina prM é uma glicoproteina precursora a proteina estrutural M, com
aproximadamente 18,1-19,0kD. A prM sofre uma clivagem tardia para formar M e o segmento
N-terminal. Esta clivagem esta ligada a maturacéo do virus ou a liberagdo deste, uma vez que
prM e M sdo encontradas em virus intracelulares e extracelulares, respectivamente (Chambers
etal., 1990).

A proteina E, com aproximadamente 53-54kD, é a maior proteina estrutural das formas
glicosiladas dos virus, e sdo encontradas em alguns flavivirus, mas ndo em todos. Esta proteina
atua em varias atividades biol6gicas como a montagem dos virus, a ligacdo de receptores, a
fusdo de membrana, e é o maior alvo para anticorpos neutralizantes.

A glicoproteina E é o principal determinante antigénico das particulas virais e atua como
mediadora entre a ligacdo e a fusdo durante a entrada do virus (Lindenbach & Rice, 2003).

A proteina M, produzida durante a maturacdo das particulas virais dentro da via
secretora, € um pequeno fragmento proteolitico da proteina precursora prM (Lindenbach &
Rice, 2003).

As proteinas ndo estruturais sdo essenciais para a replicacdo viral e sdo altamente
conservadas entre os diferentes sorotipos. Nesse grupo, estdo as proteinas grandes e altamente
conservadas NS1, NS3 e NS5, e as quatro proteinas pequenas e hidrofobicas NS2a, NS2b, NS4a
e NS4b (Chambers et al., 1990).

O produto do gene NS1 é uma glicoproteina secretada a partir de células de mamiferos,
produzida por todos os flavivirus, essencial para a replicacdo viral e para viabilidade do virus
(Mackow et al., 1987; Deubel et al., 1988; Mackenzie et al., 1996; Flamand et al., 1999;
Panyasrivanit et al., 2009).

A glicoproteina NS1 existe em multiplas formas oligoméricas (Muller et al., 2012).
Caracteriza-se como um mondmero, e também como um dimero quando estd associada a
membrana celular (MNS1), tanto dentro das células como na superficie delas, e ainda como um
hexamero, quando é secretada no meio extracelular (SNS1) (Smith & Wright, 1985; Westaway
& Goodman, 1987; Winkler et al., 1988; Mason, 1989; Rastogi et al., 2016). A forma sNS1 é
sintetizada dentro da célula infectada como um mondmero soltvel e rapidamente dimeriza na
luz do reticulo endoplasmatico. Atinge a superficie da célula e é secretada no meio extracelular
predominantemente como um hexamero composto por subunidades de dimeros (Winkler et al.,
1989; Crooks et al., 1994; Flamand et al., 1999).

Dentre as proteinas ndo estruturais, a NS1 € altamente conservada para todos 0s
sorotipos de DENV, e consiste em uma proteina com peso molecular aproximado de 46-55kDa
(dependendo da extensdo da glicosilacdo) (Rastogi et al., 2016). A glicosilacdo da NS1 €

importante para secrecdo eficiente, para a viruléncia e para a replicagéo viral (Winkler et al.,
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1988; Pryor & Wright, 1994; Crabtree et al., 2005; Somnuke et al., 2011). Expressa na
superficie das células infectadas e secretada na circulagdo, a SNS1 na corrente sanguinea é um
importante alvo dos anticorpos anti-DENV, estimulando uma resposta humoral forte (Libraty
et al., 2002; Rothman, 2004; Muller et al., 2012). Anticorpos contra a NS1 podem desencadear
a lise, mediada pelo complemento, das células infectadas pelo DENV in vitro (Schlesinger et
al., 1987). O antigeno NS1 e os anticorpos anti-NS1 especificos podem ter um importante papel
na patogénese da dengue grave (Falconar, 1997). A maior concentracdo de NS1 correlaciona-
se diretamente com a gravidade da doenca e o aumento da viremia. Além disso, o NS1 é um
importante biomarcador para o diagnostico precoce das infecgdes pelos flavivirus (Rastogi et
al., 2016).

A proteina NS2A é a primeira de quatro proteinas hidrofébicas relativamente pequenas
(NS2A, NS2B, NS4A, NS4B) encontradas dentro das regies NS2 e NS4 da poliproteina,
apresentando cerca de 24-25kDa (Chambers et al.,1990). Uma série de regides hidrofobicas sdo
conservadas entre os flavivirus quanto a posi¢cdo, mas ndo quanto a sequéncia, sugerindo que
essas proteinas sdo associadas a membrana. A NS2A esta fortemente envolvida na replicacdo
do RNA viral e na montagem do DENV (Chambers et al., 1990). A mutacdo de um dnico
aminoacido na proteina NS2A bloqueia a replicagdo do virus, além de inibir a transcricdo do
IFN-B, que serve como antagonista do interferon (Munoz-Jordan et al.,2003; Liu et al., 2004).

A NS2B trabalha como um cofator na serina-protease em NS2B-NS3, sendo necessaria
para a clivagem entre NS2A/NS2B e NS2B/NS3, e entre NS3/NS4A, além de outras clivagens
internas (Falgout et al., 1991).

A NS3, a segunda maior proteina viral (aproximadamente 68-70kD), é altamente
conservada entre os flavivirus (Rice et al., 1986; Mandl et al., 1989). A NS3 desempenha, na
replicacdo do RNA viral, atividade como protease e possivelmente como um nucleotideo
trifosfatase/helicase, sugerindo sua localizagdo citoplasmatica com associacdo a membrana
(Chambers et al., 1990).

As proteinas NS2B, NS4A e NS4B, assim como a NS2A, sdo fracamente conservadas
entre os flavivirus, embora contenham caracteristicas estruturais similares (Rice et al., 1986;
Mandl et al., 1989; Chambers et al., 1990). As proteinas NS2B e NS4B sao rapidamente
identificadas nas células infectadas (Chambers et al., 1990).

Entre as proteinas ndo estruturais dos flavivirus, a NS5 é a maior (103-104kDa, 900
aminodcidos) e a mais altamente conservada, atingindo cerca de 70% de identidade na
sequéncia entre os quatro sorotipos do DENV (Mandl et al., 1989; Bartholomeusz & Wright,
1993; Lindenbach et al., 2007). A NS5 é uma proteina basica, ndo apresentando alongamento

hidrofébico, e atua como polimerase do RNA viral, além de gerar a terminacdo N por clivagem
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no citoplasma, o que sugere sua localizagdo no citoplasma apesar de estar associada a

membrana (Chambers et al.,1990).

1.5 — Ciclo de replicacdo do DENV no hospedeiro vertebrado

Em seu principal ciclo de manutencdo, o DENV infecta hospedeiros vertebrados
através de artropodes vetores infectados durante o repasto sanguineo.

O DENV penetra na célula-alvo por endocitose mediada pela ligacdo aos receptores
na superficie da célula, levando a captacdo desse virus para o interior dos endossomos
(Bressanelli et al., 2004; Modis et al., 2004; van der Schaar et al., 2008; Rey, 2013). Dentro dos
endossomos, pela reducéo do pH, o meio acido viabiliza a dissociacdo dimérica da glicoproteina
E (envelope) e a exposicdo do loop de fusdo dessa proteina que se insere na membrana celular
das organelas, o endossomo (Rey, 2013). Esse processo desencadeia um grande rearranjo
conformacional em sua estrutura, induzindo a fusdo da membrana do virus com a membrana
endossomal do hospedeiro (Bressanelli et al., 2004; Modis et al., 2004; van der Schaar et al.,
2008; Rey, 2013).

A glicoproteina E € responsavel tanto pela ligagcdo dos receptores quanto pela indugéo
da fusdo da membrana no endossomo, de forma a liberar o RNA viral no citoplasma,
configurando a principal etapa no processo de entrada dos flavivirus (Cockburn et al., 2012;
Rey, 2013). Além disso, a glicoproteina E, que consiste em dimeros de proteina na superficie
do virus, é o principal antigeno alvo dos anticorpos neutralizantes contra 0 DENV (Rey, 2013).

Por conseguinte, anticorpos contra a proteina E podem bloquear a infeccéo interferindo
na ligacdo do receptor ou na mudanca conformacional (Rey, 2013). Todavia, a situacdo
complica-se em funcdo de uma outra glicoproteina, a prM, que se associa a proteina E durante
a sintese viral (Rey, 2013). A prM é clivada durante o processo de maturacgdo viral, contudo
uma quantidade significativa da proteina ainda é encontrada em particulas virais que circulam
no hospedeiro infectado, induzindo anticorpos ndo-neutralizantes e contribuindo para o
agravamento da infeccdo mediado por anticorpos (Dejnirattisai et al., 2010).

O RNA liberado codifica um percursor de poliproteina formado por aproximadamente
3400 aminoécidos (Fernandez-Garcia et al., 2009). O polipeptideo é processado de forma co e
pos traducional por enzimas sinalizadoras da célula do hospedeiro; e a protease NS2B/NS3,
codificada pelo virus, da origem a trés proteinas estruturais e sete ndo estruturais (NS)
(Fernandez-Garcia et al., 2009).

As proteinas estruturais do nucleo (proteina C; do inglés core), prM e E constituem a

particula viral, enquanto as proteinas nao estruturais estdo envolvidas na replicacdo do RNA
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viral, na montagem do virus e na modulacao da resposta das células do hospedeiro (Lindenbach
et al., 2007).

Apos a traducdo do RNA gendmico, a NS5 RNA polimerase dependente de RNA
(RdRp) faz uma copia complementar da fita senso negativo do genoma do RNA, o qual é
utilizado como molde para a sintese da nova fita de RNA senso positivo (Brinton, 2002). A
replicacdo, induzida pelo virus, ocorre nas membranas celulares do hospedeiro (Fernandez-
Garcia et al., 2009). Tais estruturas podem servir como um suporte para a ancoragem dos
complexos da replicacdo viral, que consistem no RNA viral, proteinas virais e possivelmente
fatores celulares do hospedeiro (Mackenzie et al., 1999; Mackenzie, 2005). A montagem de
virus imaturos e, portanto, ndo infecciosos, acontece no reticulo endoplasmatico (RE), onde o
RNA viral é complexado com a proteina C, e é empacotado em uma bicamada lipidica derivada
do RE contendo heterodimeros das proteinas prM e E (Mackenzie & Westaway, 2001; Lorenz
et al., 2003). A proteina prM age como um suporte que previne a fusdo prematura do virus
durante o transporte até sair da célula (Li etal., 2008; Yu etal., 2008). Depois de ser
transportado pela via secretdria do hospedeiro, o virion sofre a maturagdo que ocorre na rede
trans-Golgi por meio da clivagem, mediada por furina, da proteina prM em M (Stadler et al.,
1997; Li et al., 2008; Yu et al., 2008). A clivagem pelas furinas ou outras proteases elimina a
metade N-terminal da prM (o dominio “pr”) (Cockburn et al., 2012). Particulas infeciosas
maduras sdo entdo liberadas por exocitose no meio extracelular (Fernandez-Garcia et al., 2009).

Esta etapa da maturacdo, na maioria das vezes, € incompleta, resultando numa fragdo
significativa de virions parcialmente maduros, que séo liberados das células infectadas (Junjhon
et al., 2010). Esses virions sdo infecciosos, € no mesmo virion sdo viabilizadas uma porcéao
semelhante a particula madura e outra semelhante a particula imatura (Plevka et al., 2011),
exibindo caracteristicas antigénicas de ambos os tipos (Nelson et al., 2008). Nas particulas
maduras de virus, o loop de fusdo da glicoproteina E permanece escondido na sua interface
dimérica (Rey, 2013). InfeccOes pelos virions do dengue derivam de ativagdo proteolitica de
particulas imaturas ndo infecciosas, cuja superficie € composta por heterodimeros das
glicoproteinas virais prM e E (Lindenbach et al., 2007).

Apos a associacdo do RNA viral a proteina do capsideo, seguida pelo brotamento no
reticulo endoplasmatico para adquirir a membrana lipidica revestida pelas proteinas da
membrana (prM/M) e do E, o virion é liberado pela via secretéria do hospedeiro (Figura 1.3).
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Figura 1.3-Ciclo de replicagdo do DENV no hospedeiro vertebrado. Adaptado de
Mukhopadhyay e colaboradores (2005).

Durante a maturag&o dos virus, a clivagem da prM/M dos virions durante sua liberagdo
da célula é necessaria para a geragdo de virions maduros, os quais apresentam uma superficie
lisa, enquanto os virions imaturos ou parcialmente maduros dispbem de uma superficie
espiculada (Pierson & Diamond, 2012). Em funcéo da exposicao diferenciada e da conformacéo
das proteinas E e prM/M na superficie de virions maduros versus imaturos, o estado de
maturacdo dos flavivirus modula tanto os tipos celulares que sdo infectivos (devido aos
receptores especificos expressos) quanto a interagdo do virion com anticorpos particulares
(Pierson & Diamond, 2012; Austin et al., 2012).

1.6 — Vetores e ciclo de transmissdo do DENV

Mosquitos do género Aedes (familia Culicidae) e subgénero Stegomyia (especialmente
Ae.aegypti, Ae.albopictus e Ae.polynesiensis) sdo 0s mosquitos vetores do DENV (Rodhain &
Rosen, 1997). O Ae. aegypti ocupa o lugar de principal vetor do DENV, seguido em importancia
pelo Ae. albopictus (Rezza, 2014).

Os arbovirus (virus transmitidos por artrépodes), como é o caso do DENV, replicam-se

tanto no hospedeiro vertebrado quanto no vetor artrépode e, portanto, ficam expostos ao sistema
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imune do hospedeiro e do vetor (McFarlane et al., 2014). Durante o repasto sanguineo, 0
mosquito vetor ingere sangue de um hospedeiro vertebrado virémico. No vetor, 0o DENV infecta
e se replica nas células epiteliais do trato intestinal (McFarlane et al., 2014). A replicagcdo nos
tecidos do vetor pode levar de 8 a 12 dias para atingir uma carga viral suficiente para a
transmissdo do virus no préximo repasto sanguineo. Esse tempo é conhecido como periodo de
incubacdo extrinseco (Gubler & Rosen, 1976; Gubler, 1988; Service, 1992). Apos esse periodo,
0 mosquito permanece apto a transmitir o virus durante sua vida, que pode variar de alguns dias
até algumas semanas. A replicacdo bem-sucedida e a passagem do virus através do intestino do
mosquito permitem que o virus se dissemine e infecte outros tecidos, como a traqueia, a gordura
corporal e as glandulas salivares do mosquito (McFarlane et al., 2014). Uma vez que o virus é
detectado na saliva, 0 mosquito torna-se competente para a transmissdo ao proximo hospedeiro
vertebrado (Black et al., 2002; Bennett et al., 2005). O trato genital também € infectado e o
virus pode infectar ovos completamente desenvolvidos no momento da oviposicdo (Rosen,
1987).

Os culicideos, como os vetores do DENV, desenvolvem-se em estagios de embrido,
larva, pupa e adulto, que apresentam diferencas morfoldgicas e fisioldgicas consideraveis
(Harker et al., 2013). Estes estagios também ocupam nichos diferentes, que vao desde o
ambiente aquético ao terrestre (Harker et al., 2013).

Cada um dos quatro sorotipos do DENV é mantido em dois ciclos de transmissao
diferentes quanto a sua ecologia e evolugéo. O ciclo silvestre, presente em florestas tropicais da
Africa Ocidental e da Asia, envolve primatas ndo-humanos e mosquitos Aedes
acrodendrofilicos, isto é, que apresentam maior atividade na copa das arvores (Gubler, 1988).
Evidéncias sugerem que o virus ndo se desloca com regularidade das florestas para as areas
urbanas (Rico-Hesse, 1990).

J& o ciclo da doenca no ser humano envolve principalmente o mosquito doméstico
Ae.aegypti, subespécie aegypti (Mattingly, 1957), além do mosquito peridoméstico
Ae.albopictus e outras espécies de Aedes, como vetores secundarios. Estes vetores sdo
encontrados em uma grande diversidade de ambientes dos tropicos e subtrépicos (Gubler &
Trent, 1993). O Ae.aegypti adaptou-se ao ambiente doméstico, 0o que permite sua rapida
proliferacdo nas cidades e sua disseminacao para outras areas, por meio de transporte passivo
também. O Ae.aegypti, por ser antropofilico, isto €, fazer hematofagia preferencialmente em
humanos, e apresentar discordancia gonotréfica, ou seja, poder fazer repasto sanguineo em
diferentes hospedeiros antes da oviposicao, apresenta grande competéncia vetorial (Dye, 1992).

Em grande parte dos trépicos e subtrépicos, a dengue é endémica, ocorrendo anualmente

e durante estacdes do ano de chuva, periodo 6timo para a formacao de criadouros de Aedes,
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aumentando assim a populagdo do mosquito. Segundo Gubler (1998), do ponto de vista da
salde publica, o ciclo de transmissdo mais importante é o endémico/epidémico em grandes
centros urbanos dos tropicos. O autor explica que os virus sdo mantidos em um ciclo Ae. aegypti
— ser humano — Ae.aegypti com epidemias periddicas. Frequentemente, varios sorotipos co-
circulam na mesma cidade (hiperendemicidade). Ae.aegypti, o vetor principal, € um mosquito
tropical altamente domesticado que prefere depositar seus ovos em reservatorios artificiais,
comumente encontrados nos arredores das casas (Gubler, 1998).

A persisténcia do DENV depende da alta viremia nos humanos para garantir a
transmissdo em mosquitos (McBride & Bielefeldt-Ohmannb, 2000). Essa relagéo virus/vetor
pode ser o principal fator na selecéo e propagacao de cepas patogénicas de DENV em ambientes
urbanos (Gubler, 1988).

Dessa forma, o ambiente desenvolvido pelo crescimento dos centros urbanos e a
manutencdo de estratégias de combate que precisam ser aprimoradas proporcionam a dispersdo
e 0 aumento da densidade populacional do Ae.aegypti. Além da proliferacdo do Ae.aegypti,
mudancgas demogréaficas, urbanizacdo intensa, crescimento desorganizado nas cidades e
condicBes sanitarias basicas inadequadas sdo fatores que tém dificultado o controle da doenca
(Tauil, 2001; Laughlin et al., 2012). Esses séo alguns fatores que explicam como a circulacéo
do virus estabeleceu-se e expandiu-se nos centros urbanos de varias regides do mundo de
maneira epidémica e hiperendémica tornando a dengue um grave problema de saude publica

mundial (Teixeira et al., 1999).

1.7 — Resposta imune

O DENV replica-se em células alvo iniciais localizadas na pele, como células de
Langerhans, células da derme, células dendriticas intersticiais (Palucka, 2000; Wu et al., 2000;
Navarro-Sanchez et al., 2005), que sdo dez vezes mais permissivas para infeccdes por DENV
do que mondcitos ou macréfagos (Wu et al., 2000).

A resposta imune inata ativa o sistema complemento, que ajuda os anticorpos e células
brancas a inativarem o virus do organismo (Diamond, 2003). Os receptores de reconhecimento
padrdo, como os receptores Toll-like (TLRS), e os sensores intracelulares, sdo com frequéncia
uma das primeiras linhas na defesa durante a resposta imune inata, que reconhece o RNA viral
(Guzmén & Harris, 2015). O receptor humano TLR3 reconhece a infeccéo pelo DENV e induz
uma resposta forte de interferon o/ in vitro (Nasirudeen et al., 2011). O Interferon o/p consiste

em um poderoso inibidor da infec¢do pelo DENV (Guzméan & Harris, 2015).
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A resposta imune adaptativa pode ser celular e humoral. As células dendriticas
infectadas amadurecem e migram para linfonodos regionais ou locais onde apresentam
antigenos virais as células T, iniciando a resposta imune celular e humoral (Palucka, 2000;
Guzman et al., 2010a). Mondcitos e macrofagos infectados, circulando pelo sistema linfatico,
disseminam o DENV pelo organismo, ocorrendo replicacdo abundante do DENV nas células
do parénquima hepético, nos linfonodos, medula éssea, figado e baco e em outros mondcitos
circulantes, presentes no sangue periférico (Jessie et al., 2004). A disseminacgdo e o aumento da
concentracdo do DENV na corrente sanguinea caracterizam a condicao de viremia. As células
infectadas produzem e liberam pequenas proteinas, os interferons, que interferem na replicacdo
viral e ativam tanto a resposta imune inata quanto a adaptativa (Diamond, 2003).

Durante a resposta imune adaptativa, os linfocitos B produzem as imunoglobulinas IgM
e 1gG que sdo liberadas na corrente sanguinea e na linfa, direcionadas primeiramente contra as

proteinas do envelope do virus (Figura 1.4) (Martina et al., 2009).
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Figura 1.4-Resposta imune a infeccdo pelo DENV. Adaptado de Guzman e colaboradores
(2010a).

A resposta imune varia de acordo com o tipo de infeccdo: primaria (primeira infeccao
por DENV) ou secundéria (outra infeccdo de um individuo previamente infectado por um
sorotipo heter6logo do DENV ou por outros flavivirus) (Vorndam & Kuno, 1997). Em geral, 0
diagndstico soroldgico da dengue depende do estdgio da infec¢do (Buchy et al., 2007).

Uma infeccdo priméria causada por um dos sorotipos do DENV é caracterizada por uma
resposta de anticorpos lenta e com titulos baixos (Guzman et al., 2010a). O anticorpo IgM € o
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primeiro isotipo de imunoglobulina a aparecer, em torno de 4 a 5 dias depois do inicio da febre,
sendo detectavel até 3 meses aproximadamente, quando seus niveis caem e mantém-se baixos
(Nogueira et al., 1992). Anticorpos 1gG anti-DENV a uma titulacdo baixa séo detectados no
final da primeira semana da doenca, aumentando vagarosamente a partir de entdo.

J& durante uma infeccdo secundéria, os titulos dos anticorpos aumentam muito
rapidamente e os anticorpos reagem amplamente com muitos flavivirus (Innis et al., 1989).
Altos niveis de IgG séo detectaveis ate mesmo durante a fase aguda e aumentam muito ao longo
das duas semanas seguintes. A cinética da resposta da IgM varia um pouco mais. Uma vez que
0s niveis de IgM sdo significativamente mais baixos durante a infecgdo secundéria, alguns
resultados falso-negativos surgem em testes de detecgéo de IgM anti-DENV. O anticorpo IgM
é detectavel no 5° dia da doenca em 80% dos casos, e entre 0 6° e 0 10° dia de doenca, em 93 a
99% dos casos, podendo permanecer detectavel durante mais de 90 dias (PAHO, 1994).

A infeccdo por um sorotipo gera imunidade por toda a vida quanto ao sorotipo
homdlogo, e apenas imunidade passageira quanto aos demais sorotipos heter6logos. Dessa

forma, individuos vivendo em area endémica podem infectar-se até quatro vezes ao longo de

sua vida (Figura 1.5).
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Figura 1.5-Linha do tempo geral de uma infeccdo primaria por DENV a partir do inicio dos
sinais e sintomas da dengue e do isolamento viral até a deteccdo de IgM e IgG. Adaptado de
Buchy e colaboradores (2007).

A resposta imune humoral do ser humano ao DENV é dominada por anticorpos que
reagem cruzadamente, muitos dos quais ndo sdo neutralizantes e tém a prM como alvo
(Oliphant et al., 2007; Lai et al., 2008; Crill et al., 2009; Dejnirattisai et al., 2010).

1.8 — Manifestacg0es clinicas da infecgédo pelo DENV

A infeccdo pelo DENV apresenta um amplo espectro de manifestagdes, incluindo a
forma assintomatica e a forma sintomatica: dengue (forma néo-grave), formas graves, com

manifestacdes hemorragicas e choque em individuos afetados.
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Apesar das teorias que buscam explicar a ocorréncia de casos graves de dengue, 0s
fatores que levam algumas infecgdes a se apresentarem brandas e outras graves ainda nao estéo
esclarecidos.

A forma ndo-grave da dengue, ou dengue sem sinais de alerta, é considerada uma doenca
de jovens e adultos, autolimitante e raramente fatal (Gubler, 1998). A fase aguda costuma durar
de 3 a 7 dias, mas a fase convalescente pode ser prolongada por semanas, e ndo ha registros de
sequelas associadas a infeccdo. E caracterizada pelo inicio stbito de febre e por uma série de
sinais e sintomas inespecificos, como dor de cabeca, dor retro-orbitaria, mialgia, nausea e
vOmito, dores articulares, fraqueza, inapeténcia e erupcdes cutaneas (Hayes & Gubler, 1992).

As manifestacGes clinicas da dengue grave incluem o extravasamento plasmatico,
derrame cavitario com dificuldade respiratoria, hemorragia grave, comprometimento de 6rgaos,
especialmente do figado, e o envolvimento do sistema nervoso central (SNC), podendo levar a
perda da consciéncia (WHO/TDR, 2009). O extravasamento plasmatico é causado pelo
aumento difuso na permeabilidade vascular e apresenta-se como uma combinacdo da
hemoconcentracdo com efusdo pleural ou ascite (Kalayanarooj et al., 1997). O extravasamento
plasmaético torna-se evidente entre 0 3° e 0 7° dia de doenga, correspondendo ao tempo que 0s
pacientes com dengue ndo-grave levariam até a recuperagdo (Nimmannitya, 1987). O volume
de sangue circulante é reduzido, o que pode resultar em choque. A tendéncia a hemorragia esta
relacionada a fragilidade capilar e a trombocitopenia. As manifestagdes hemorragicas variam,
desde um teste de torniquete positivo a hemorragias gastrointestinais com risco de vida
(Rothman & Ennis, 1999). O comprometimento hepéatico da-se pela hepatomegalia e pelos
niveis elevados de transaminases no soro. O padréo dessas manifestacdes clinicas e os achados
patologicos correspondentes sugerem que os fatores do hospedeiro desempenham um papel
primordial na patogénese da dengue grave (Rothman & Ennis, 1999).

Outros fatores foram postulados como importantes na patogénese da dengue grave com
manifestacdes hemorragicas. Entre eles: 1) existéncia de gendtipos virulentos especificos que
se replicam em niveis elevados resultando em aumento da resposta imune e aumento da doenca;
2) predisposi¢do genética a doenca grave em certas populacGes; e 3) outros fatores de risco,
como idade, sexo e nutricdo (Halstead et al., 1970; Rosen, 1977; Guzman et al., 1984; Bravo
etal., 1985; Thisyakorn & Nimmannitya, 1993; Rico-Hesse et al., 1997; Leitmeyer et al., 1999).

Evidentemente, 0s mecanismos que causam a dengue grave ndo atuam isoladamente,
haja vista a importancia atribuida as diferencas entre cepas virais na determinacao da incidéncia
da forma grave da doenca, além de fatores de risco individuais do hospedeiro e de fatores

epidemioldgicos (Kouri et al., 1987; Rico-Hesse et al., 1997).
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1.9 — Patogenia da dengue

Depois de um periodo de incubacdo de quatro a oito dias, a infec¢do por qualquer um dos
quatro sorotipos (DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4) pode produzir um amplo espectro de
sinais clinicos e sintomas, desde uma doenca febril leve, classificada como dengue sem sinais de
alerta, até a doenca com manifestacbes hemorragicas graves e choque, classificada como dengue
grave, sendo a maioria das infecgdes assintomaticas ou subclinicas (WHO, 1997; Guzméan &
Harris, 2015).

A doenca tem inicio subito seguido por trés fases: febre, fase critica e recuperacao
(Guzman & Harris, 2015). O periodo critico ocorre em torno da defervescéncia, quando da-se um
aumento na permeabilidade capilar acompanhada pelo aumento no hematécrito, podendo levar ao
choque hipovolémico, que pode resultar em faléncia dos 6rgaos, acidose metabdlica, coagulagdo
intravascular disseminada e hemorragia grave (Guzman & Harris, 2015). Além disso, a dengue
grave pode desenvolver hepatite, desordens neuroldgicas, miocardite ou sangramento grave sem
extravasamento plasmatico ou choque (Guzman & Harris, 2015). Se ndo tratada, a forma grave
da dengue pode levar cerca de 20% dos pacientes a dbito, enquanto o manejo clinico adequado e
a reidratacao intravenosa podem reduzir a mortalidade a menos de 1,9% (WHO/TDR, 2009).

A maioria dos pacientes recupera-se sem complicacdes ap0os o periodo virémico em que 0
quadro clinico se manifesta, enquanto, em um pequeno nimero de pacientes, a doenca evolui para
a dengue grave, caracterizada por extravasamento plasmatico com ou sem sangramento (Guzman
& Harris, 2015).

O primeiro indicio de uma possivel relacéo entre fatores imunoldgicos do individuo para
0 acometimento da forma grave da dengue deu-se em 1960. Em um estudo realizado na
Tailandia, foi observado que 85% das criancas com dengue grave apresentavam altos titulos de
anticorpos para mais de um sorotipo de DENV, sugerindo infec¢des secundarias (Halstead et
al., 1970). Esse fato levantou a hipdtese de que a forma grave da dengue seria mais comum em
infeccBes secundarias pelo DENV do que em infec¢des primarias. VAarios estudos na época
corroboraram essa hipotese (Sangkawibha et al., 1984; Burke et al., 1988; Thein et al.,1997).

Estudos epidemiologicos mostram que a dengue grave esté fortemente associada ndo so
a infeccdo secundaria, causada por um sorotipo heterélogo, como também a infec¢do primaria
de bebés com baixas concentragcdes de anticorpos maternais anti-DENV presentes no soro
(Halstead, 1988; Kliks et al., 1988).

Algumas teorias, que ndo sdo mutuamente exclusivas, buscam explicar a ocorréncia da
forma grave da dengue. Entre elas, a Teoria de Halstead é conhecida como a hipotese da infeccéo

secundaria ou ADE (Antibody Dependent Enhancement). Esta teoria relaciona a forma grave da
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doenca a infec¢Oes sequenciais por diferentes sorotipos, com intervalos de trés meses a cinco anos,
e atribui a gravidade da dengue a ocorréncia da resposta imunoldgica exacerbada durante a
infeccdo secundaria (Halstead, 1988). Segundo essa teoria, 0s pacientes que experimentam uma
segunda infeccdo por um sorotipo de virus da dengue heterélogo tém um risco significativamente
maior de desenvolver dengue grave (Halstead, 1988). Os anticorpos heterdlogos pré-existentes
reconhecem o virus infectante e formam um complexo antigeno-anticorpo, que € entdo ligado e
internalizado por receptores Fc da imunoglobulina na membrana celular de leucdcitos,
especialmente macréfagos. Como o anticorpo é heter6logo, o virus ndo € neutralizado,
permanecendo livre para replicar dentro dos macréfagos. Acredita-se que essas células produzem
e secretam mediadores vasoativos em resposta a infeccdo por DENV, o que provoca maior
permeabilidade vascular, levando a hipovolemia e ao choque (Gubler, 1998).

A participacdo dos linfécitos T de memoria ativados em uma infecgcdo secundaria com
sorotipos heterdlogos pode contribuir para o desenvolvimento da dengue grave com
manifestacdes hemorragicas em um modelo conhecido como teoria do pecado original de
células T (Original Antigenic Sin) (Inouye et al., 1984). Durante uma infeccdo secundaria, as
células T entram em contato com macréfagos infectados e tornam-se ativadas. Os linfécitos T
ativados apresentam uma resposta imune inapropriada para um sorotipo heter6logo, devido a
expansdo clonal de células T de memoria de reatividade cruzada. Estas células possuem baixa
afinidade para o sorotipo do virus causador da infeccdo, producdo alterada de citocinas e,
consequentemente, tornam-se ineficientes para eliminar o virus, aumentando assim a viremia e
contribuindo para o desenvolvimento da febre hemorrégica da dengue (FHD). A ativa¢do imune
excessiva cria uma cascata de producédo de citocinas (producdo excessiva ou perfil distorcido
de liberacdo de citocinas) resultando em aumento da permeabilidade vascular: uma "tempestade
de citocinas" (Rothman, 2011; Rathakrishnan et al., 2012). Foi demonstrado que, em muitos
pacientes com infeccdo secundaria heter6loga aguda pelo DENV, os linfocitos T CD8+ gerados
ligam-se fracamente ao Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC), os quais
apresentam epitopos do virus causador da infecgdo. Ao contrario, estes linfocitos ligam-se mais
fortemente aos epitopos do virus causador da primeira infeccdo, além de apresentarem um
fendtipo apoptotico que parece destinar estas células a morte celular programada antes de
exercerem sua fungéo antiviral e controlarem a infeccéo (Clyde et al., 2006; Chaturvedi et al.,
2006; Nielsen, 2009). Uma das consequéncias da infeccdo secundaria e ativacao de células T é
a producdo de citocinas pro-inflamatorias e anti-inflamatorias (Stephenson, 2005). A
participacdo de linfécitos T, juntamente com a producéo de citocinas e mediadores quimicos,

apresenta efeito sinérgico, o qual aumenta a permeabilidade vascular, a inducdo de
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trombocitopenia e a ocorréncia de hemorragia, contribuindo para o desenvolvimento da dengue
grave (Martina et al., 2009).

A Teoria de Rosen ressalta o fato de existirem algumas cepas de virus com maior
potencial epidémico, e pressupde que 0 DENV, como todos os virus que infectam animais, varia
e se altera geneticamente como resultado de pressdes de sele¢do enquanto se replica em seres
humanos e/ou mosquitos (Rosen, 1977; Rico-Hesse, 1997). A expressao fenotipica de
alteracdes geneticas no genoma do virus pode incluir aumento da replicacdo do virus e da
viremia, gravidade da doenca (viruléncia) e potencial epidémico (Gubler, 1998).

Uma terceira teoria, a Teoria Integral de Multicausalidade, proposta por Kouri e
colaboradores (1987), propde que nenhuma das duas teorias anteriores, em conjunto ou
isoladamente, pode explicar todas as situacfes ou casos de dengue grave, uma vez que 0S
autores acreditam que é necessario haver a interacdo de fatores epidemiolégicos, individuais e
virais. Alguns fatores de risco individuais, como raca, sexo, idade e doencas cronicas, sdo
fatores predisponentes que tornam a doenca mais frequente em determinada faixa etéaria ou raca.
Os autores acreditam que a pré-existéncia de anticorpos € o fator de risco individual principal,
porém ndo o Unico, para a ocorréncia da doenga. Fatores de risco individuais determinam o
surgimento da doenca em um individuo particular e em uma determinada populagéo. A presenca
ou auséncia desses fatores de risco individuais, em meio aos fatores virais e epidemioldgicos,
determina se o individuo com infeccdo secundaria vai desenvolver dengue grave (Kouri et al.,
1987).

Dessa forma, a interacdo de véarios fatores de risco, como fatores imunoldgicos do
hospedeiro, a varios fatores virais, como infec¢des sequenciais e a viruléncia da cepa infectante,

estdo envolvidos na patogénese da forma grave da dengue (Gubler, 1998).

1.9.1 — Biomarcadores de gravidade da dengue

Estudos acerca da patogenia da forma grave da dengue podem proporcionar novos alvos
para a prevencao e o controle da doenca. A identificacdo precoce da dengue grave em pacientes
sem sinais de alerta que possam desenvolver a forma grave é muito importante. Esses pacientes
precisam ter o melhor atendimento de apoio, uma vez que ndo existe terapia antiviral contra a
infeccdo pelo DENV, e que a vacina comercial Dengvaxia, ainda ndo foi licenciada para
imunizacdo em todos os paises endémicos (John et al., 2015; Hladish et al., 2016; Recker et al.,
2016). Entretanto, o0 mecanismo pelo qual apenas alguns individuos evoluem para a forma grave

da dengue ainda é pouco compreendido.
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Sabe-se que a minoria dos pacientes desenvolve a forma grave da dengue, cuja
caracteristica principal € o extravasamento plasmatico, que leva a perda de volume intravascular
e ainsuficiéncia circulatdria (Srikiatkhachorn & Green, 2010). Manifestagdes hemorragicas séo
comuns tanto na forma nao-grave da dengue quanto na forma grave, porém hemorragias graves,
particularmente a hemorragia do trato gastrointestinal, s&o encontradas com maior frequéncia
na dengue grave (Nimmannitya, 1993).

As manifestacOes clinicas sdo os primeiros marcadores na previsdo da forma grave da
dengue: sangramento de mucosa, nausea e vémito, dor abdominal intensa, erupcdes cutaneas e
hepatoesplenomegalia (Zhang et al., 2014; John et al., 2015). De acordo com a classificacdo de
2009, os pacientes com dengue estdo divididos em um grupo, com sinais de alerta, incluindo
dor abdominal, hemorragia de mucosa e hepatomegalia, que justificam a admissao na UTI, e
em outro grupo, sem esses sinais (WHO/TDR, 2009; Zhang et al., 2014).

Devido a auséncia de um modelo animal que possa reproduzir a dengue em seres
humanos, alguns estudos clinicos tém sido fundamentais para o entendimento da patogénese da
doenga (Srikiatkhachorn & Green, 2010). Inumeros estudos tém buscado a identificacdo de
parametros bioldgicos em amostras clinicas de casos graves e ndo-graves de dengue
(Srikiatkhachorn & Green, 2010). Estudos que procuram marcadores biolégicos podem apontar
preditores que identifiguem os casos que eventualmente evoluirdo para a forma grave da
dengue, o0 que é crucial, ja que ndo ha parametros clinicos ou laboratoriais empregados na rotina
de diagndstico que possam predizer o desenvolvimento da dengue grave no individuo
(Srikiatkhachorn & Green, 2010).

Um biomarcador ideal deveria ser capaz de identificar individuos que possam vir a
desenvolver dengue grave (John et al., 2015). Considera-se que o fator principal responsavel
pela patogenia da dengue ainda € a resposta imune aumentada do hospedeiro (citocinas
produzidas de forma exacerbada pelas células imunes do hospedeiro) (John et al., 2015).
Observou-se em varios estudos que as infeccbes sequenciais ou secundarias do DENV sdo mais
propensas a produzir doenca grave (Sangkawibha et al., 1984; Burke et al., 1988). Acredita-se
que um fator de risco na infeccdo secundaria seja 0 processo que envolve extravasamento
plasmaético, choque e manifestacbes hemorragicas, iniciado com a facilitacdo da infecgdo pelo
DENV com a ajuda de anticorpos opsonizantes, resultando na resposta imune alterada que
desencadeia a ativacdo de células T e a liberacdo de citocinas e mediadores quimicos (Pang et
al., 2007; Nielsen, 2009). Entretanto, nos individuos imunocomprometidos ou com infeccao
priméria, alguns fatores ainda ndo definidos podem desempenhar um papel importante no
desenvolvimento da forma grave da dengue (Perng & Chokephaibulkit, 2013). Um exemplo é

o fato de pacientes com dengue apresentarem febre e os demais sinais da forma ndo-grave
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durante o pico da viremia, enquanto os sinais de gravidade, como as manifestacGes
hemorrégicas e o choque, surgirem quando 0 DENV ndo esta mais na circulacdo, sugerindo que
a forma grave esta mais associada a imunopatologia (John et al., 2015).

Para a gravidade da dengue, varios estudos clinicos indicaram a existéncia de
marcadores clinicos e bioldgicos (durante a fase aguda, durante a fase de defervescéncia e
durante a fase tardia). Considerando o0s marcadores clinicos, a contagem de plaquetas
(<100.000/mm?3) néo pode ser considerada um marcador precoce para a gravidade da dengue.
Existe um progressivo declinio do nimero de plaquetas durante a fase febril, tanto nos casos
graves quanto nos casos ndo-graves, atingindo o limiar mais baixo no momento da
defervescéncia em ambas as formas de gravidade, e coincidindo com 0 extravasamento
plasmatico em pacientes com dengue grave (Srikiatkhachorn & Green , 2010). O aumento
observado na quantificacdo das enzimas hepaticas alanina aminotransferase (ALT) e aspartato
transaminase (AST) é considerado um marcador precoce da gravidade da dengue
(Srikiatkhachorn & Green, 2010).

Considerando os marcadores biologicos durante a fase febril aguda, a carga viral
aumentada, assim como niveis do antigeno NS1, em amostras biolégicas foram descritos como
fatores de risco para a dengue grave e podem ser empregados como indicadores precoces da
gravidade da doenca (Srikiatkhachorn & Green, 2010). O pico da viremia ocorre precocemente
no curso da doenca, seguido por uma queda significativa nos titulos virais durante a
defervescéncia (Vaughn et al., 2000; Libraty et al., 2002). O antigeno NS1 ativa o sistema
complemento, e sua atividade ¢ facilitada pela presenca de anticorpos anti-DENV especificos
(Avirutnan et al., 2006).

Para John e colaboradores (2015), os seguintes biomarcadores devem ser ressaltados
como preditores da forma grave da dengue: marcadores de ativacdo imunoldgica, como o
nimero e o estado de ativacdo das células imunes, niveis aumentados de citocinas e
quimiocinas, o sistema complemento, anticorpos e outros fatores sollveis, assim como
marcadores de ativacdo endotelial, marcadores bioquimicos e marcadores genéticos do
hospedeiro.

Resumidamente, de acordo com Pang e colaboradores (2017), os mecanismos
envolvidos na patogénese da dengue grave incluem a glicoproteina NS1 e os anticorpos anti-
NS1, a variacdo do genoma viral, 0 RNA de flavivirus subgenémico (sfRNA), o fenbmeno
ADE e a presenca de células T de memoria que reagem cruzadamente. A NS1 e seus anticorpos
anti-NS1 contribuem para a patogénese da dengue grave pela ativacdo do sistema complemento
e subsequente inducdo da producdo de citocinas inflamatorias, induzindo autofagia na célula

endotelial, facilitando a replicacdo do DENV, induzindo desordens autoimunes. A variacdo do
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genoma do DENV evolui para maior viruléncia e o sSfRNA induz o aumento da replicagéo viral.
O fendmeno ADE, mediado por FcyR, pode aumentar a replicagdo viral e desencadear liberagao
de citocinas e quimiocinas; celulas T especificas para DENV e ativadas por reacdo cruzada

promovem a liberacdo de citocinas e quimiocinas (Pang et al, 2017).
1.10 — Classificacao dos casos de dengue

A OMS desenvolveu um sistema de classificacdo dos casos de degue em 1997, segundo o
qual as apresentacdes clinicas de dengue foram agrupadas como febre da dengue (FD), febre
hemorrégica da dengue (FHD) e sindrome do choque por dengue (SCD). A FHD é dividida em 4
graus. Os graus | e Il séo classificados como FHD, e os graus 111 e 1V s&o considerados SCD.

No entanto, alguns estudos mostraram que a aplicacao deste sistema de classificacdo é um
desafio nas areas de endemia de dengue. O aparecimento de diferentes manifestacfes, como a
dengue com hemorragia, mas sem extravasamento plasmatico, ou dengue com choque, mas sem
cumprir os 4 critérios da FHD (febre de 2-7 dias, tendéncia a hemorragia mostrada pela prova do
laco positivo ou sangramento espontaneo, trombocitopenia <100.000 plaquetas/mm? e evidéncia
de extravasamento plasmatico), coloca dificuldades aos clinicos na aplicacdo do esquema de
classificacdo de casos. Os principais problemas identificados foram a rigidez das defini¢des, baixa
sensibilidade e dificuldade experimentada por alguns clinicos para diferenciar FHD de FD, uma
vez que o0s parametros laboratoriais clinicos e basicos se sobrepdem em alguns casos (Phuong et
al., 2004; Hadinegoro, 2012).

Em 2009, a OMS revisou a classificagdo da dengue e um novo esquema foi proposto. Os
casos de dengue passaram a ser classificados em dengue sem sinais de alerta, dengue com sinais
de alerta e dengue grave (WHO/TDR, 2009). A orientacédo revisada busca aprimorar a triagem e
0 tratamento adequado, uma vez que a identificacdo precoce dos sinais de alerta para 0 manejo
clinico efetivo visa ao bom progndstico do paciente, além de permitir a triagem correta dos casos
(WHOI/TDR, 2009; Narvaez et al., 2011; Horstick et al., 2012; Tsai et al., 2013; Guzman & Harris,
2015).

Muitos estudos apontam o aumento da sensibilidade para identificagdo de casos graves
com a classificacao revisada (Narvaez et al., 2011; Tsai et al., 2013). N&o obstante, alguns autores
acreditam que o novo sistema poderia reduzir a énfase quanto a sindrome do extravasamento
plasmatico, além de contribuir para 0 aumento do nimero de casos em paises endémicos e com
poucos recursos (Srikiatkhachorn et al., 2011).

O Brasil adotou a nova classificacdo de casos de dengue, revisada pela OMS, em 2014

(Brasil, 2015). Segundo a OMS, um caso provavel de dengue, classificado como dengue sem
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sinais de alerta, é caracterizado quando o paciente é residente ou viaja para area endémica de
dengue e apresenta febre e mais dois dos seguintes sinais ou sintomas: nausea, vémito, rash
cutaneo, dores, prova do laco positiva e leucopenia (WHO/TDR, 2009). Deve haver a confirmacao
laboratorial da dengue, principalmente quando ha sinal de extravasamento do plasma.

Os casos classificados como dengue com sinais de alerta requerem observacdo e
intervencdo médica. S&o sinais de alerta: dor abdominal, vomito persistente, derrame cavitéario,
sangramento de mucosa, letargia, inquietacdo, figado aumentado (hepatomegalia), hematocrito
elevado com simultanea plaguetopenia (WHO/TDR, 2009).

Ja os casos classificados como dengue grave sdo aqueles em que verificam-se: 1)
extravasamento grave de plasma, ocasionando choque (sindrome do choque por dengue) e
derrame cavitario com dificuldade respiratéria; 2) hemorragia grave (de acordo com a avaliacao
medica); 3) envolvimento de o6rgdos, com alteracdo das enzimas hepaticas ALT e AST; 4)
envolvimento do SNC com o comprometimento da consciéncia, prejuizo da atividade do coragédo
e outros 6rgdos (WHO/TDR, 2009) (Figura 1.6).

DENGUE # SINAIS DE ALERTA DENGUE GRAVE

Extravasamento grave de plasma

com
SINAIS DE

Hemorragiagrave
ALERTA

Grave envolvimento de 6rgéos

CRITERIOS PARA DENGUE # SINAIS DE ALERTA CRITERIOS PARA DENGUE GRAVE

CAS0 PROVAVEL DE DENGUE SINAIS DE ALERTA” Extravasamento grave do plsma
Morar ou viajar para drea endémica de dengue. * Dorabdominal ocasionando:
Apresentar febre e 2 dos seguintes critérios: *Vomito persistente *Chaque (SCD) . podn
*Nausea, vomito +Derrame cavitirio *Derrame cavitario com estresse respiratorio
*Rash *Sangramento de mucosa _
*Dores sLefargia , inquietagdo *Hemorragia grave
*Prova do lago positiva *Figado aumentado ) i,
sLeucopenia *Laboratorial: hematocrito elevado deacordo com avaliagao médica.
+Qualquer sinal de alerta simultinea plaquetopenia . o

*Grave envolvimento de drgdos
CONFIRMAGAO LABORATORIAL DE DENGU *Requerobservagao e intervengao *Figado: AST ou ALT21000
(importante quando ha sinal de extra 4 édi *SNC: envolvimento da consciéncia
do plasma) +*Coragio ¢ outros orgéos

Figura 1.6-Critérios da nova classificacdo clinica de casos de dengue. Adaptado de OMS
(2009).

1.11 — Diagndstico laboratorial

As caracteristicas de um teste diagnostico “ideal” dependem da finalidade para a qual

o teste serd empregado. A janela mais indicada para diagnosticar infeccdo pelo DENV da-se do
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inicio da febre até 10 dias pos-infeccdo (Peeling et al., 2010). Contudo, os autores alertam que
um teste diagnoéstico ideal deve ser sensivel independentemente do estagio da infeccéo, haja
vista que nem todos os pacientes sao diagnosticados dentro deste intervalo.

A confirmacao laboratorial de infeccdo por DENV depende do isolamento do virus em
cultura celular, da identificagdo do &cido nucleico viral ou de antigenos, ou ainda da
identificacdo de anticorpos especificos para o virus (Vorndam & Kuno, 1997). A detec¢do
direta do virus permite a identificacdo precoce, definitiva e sorotipo-especifica de infec¢des por
DENYV durante a fase aguda da doenca. O virus ou componentes virais (RNA ou antigenos)
podem ser detectados no soro, plasma, sangue total e tecidos infectados de 0 a 7 dias ap6s 0
inicio dos sintomas, correspondendo, aproximadamente, a dura¢do da febre (Vorndam & Kuno,
1997).

Os testes mais comumente utilizados para diagnosticar infecgdes pelo DENV sédo 0s
soroldgicos, uma vez que sao mais faceis quanto ao manejo quando comparados com técnicas
como cultura celular ou deteccdo de acido nucleico. Dependendo do tipo de infeccdo, se
primaria (primeira infeccdo pelo DENV) ou secundéria (infeccdo subsequente), sdo observados
padrBes diferentes de resposta de anticorpos. Em infecgdes primarias, a imunoglobulina M
(IgM) é detectada a partir do quinto dia ap6s o inicio da doenga na maioria dos individuos
infectados; e a imunoglobulina G (IgG) é detectada de 10 a 15 dias ap6s o inicio da dengue
(Vaughn et al., 2000). Em infeccBes secundarias, IgM aparece mais cedo ou ao mesmo tempo,
mas geralmente com titulos mais baixos do que na infeccdo priméaria. Uma vez que a IgG esta
presente desde a infec¢do anterior, o titulo aumenta rapidamente. Na infeccdo primaria, 0s
titulos de anticorpos na inibicdo da hemaglutinacdo (HI) atingem um pico de 640, sendo que
titulos a partir de 1280 sdo comuns em infec¢bes secundarias (Vaughn et al., 2000).

Com o advento do aumeno da incidéncia de dengue nos ultimos anos, tornam-se ainda
mais importantes as técnicas de diagnostico rapido e de grande sensibilidade, bem como a
deteccdo precoce das formas graves da dengue e o manejo clinico eficiente, principalmente
onde a dengue é endémica. Com 0s avangos recentes nas técnicas moleculares, uma vasta gama
de testes diagndsticos esta comercialmente disponivel para melhorar tanto 0 manejo do caso,

como também ajudar nos esforcos para o controle da doenca.
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1.11.1 — Diagnéstico molecular
1.11.1.a — Transcrigdo reversa e reacdo da cadeia da polimerase em tempo real (QRT-
PCR)

A reacdo de transcricdo reversa seguida da amplificacdo de segmentos de DNA pela
reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (QRT-PCR) consiste em uma tecnologia
relativamente simples, pratica, rapida, sensivel e especifica.

Na transcricdo reversa, o RNA é utilizado como molde pela enzima transcriptase reversa
para a sintese de DNA complementar. A transcriptase reversa € uma enzima codificada a partir
do material genético de retrovirus, que catalisa a transcricdo de RNA (&cido ribonucleico) do
retrovirus em DNA (4cido desoxirribonucleico). E uma polimerase de DNA dependente de
RNA. Esta transcricdo catalisada € o processo reverso da transcri¢do celular normal de DNA
em RNA. A transcriptase reversa é central para a natureza infecciosa dos retrovirus, varios dos
quais causam doencas em seres humanos, como 0 DENV. Todo virus RNA deve ser submetido
a acdo da transcriptase reversa ap6s purificacdo do RNA, antes da PCR.

Na reacdo em cadeia da polimerase em tempo real, 0o DNA complementar sintetizado
sera amplificado. A gRT-PCR permite a deteccdo de fragmentos de acido nucleico em um
grande nimero de amostras de fontes variadas (Bustin, 2000; Kubista et al., 2006; Bustin et al.,
2009).

O emprego de uma sonda fluorescente permite a detecg¢do dos produtos da reacdo em
tempo real sem necessidade de eletroforese. Muitos ensaios de gRT-PCR tém sido
desenvolvidos como singleplex (detecta um sorotipo por reacdo) ou multiplex. Os ensaios
multiplex tém a vantagem de uma Unica reacdo ser utilizada para determinar todos os quatro
sorotipos sem o potencial para introducdo de contaminantes durante a manipulagdo da amostra,
além de economizar tempo e recursos financeiros no diagndstico laboratorial (Mackay et al.,
2002; Johnson et al., 2005; Chien et al., 2006; Espy et al., 2006; Pang et al., 2014). A gRT-PCR
é um dos métodos mais confiaveis para detectar e quantificar a carga viral em uma dada amostra
(Vaughn et al., 2000; Santiago et al., 2013). Estudos de quantificagcdo viral para DENV,
realizados por alguns autores, evidenciaram uma correlacdo direta entre quantidade de
particulas virais e gravidade da doenga (Wang et al., 2003).

O monitoramento em tempo real do produto amplificado (amplicon) acumulado é
possivel pela marcacdo de sondas, iniciadores ou amplicons com moléculas fluorogénicas.
Assim, o tempo mais curto para a realizacdo da qRT-PCR da-se em funcdo do nimero reduzido
de ciclos, da eliminacdo de procedimentos de deteccdo posteriores a PCR, da utilizacdo de
marcadores fluorogénicos e de métodos sensiveis de deteccdo das emissdes de fluorescéncia
(Wittwer et al., 1990; Mackay et al., 2002; Wittwer et al., 2013).
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Os insumos (par de iniciadores, sondas e reagentes) sdo adicionados em um Unico tubo,
ou seja, uma Unica mistura de reacdo, o que otimiza o tempo para ter o resultado. Além disso,
economiza materiais e minimiza a possibilidade de contaminacdo, pelo fato de ndo ser
necessario abrir o tubo para preparar o produto da PCR para a etapa seguinte, como acontece
na RT-PCR convencional, quando da preparacdo para a nested (Nazarenko et al., 1997).

Além de ser mais sensivel e especifica, a qRT-PCR também é mais rapida (de Araujo et
al., 2009), ndo apenas no formato multiplex, mas também no singleplex, de forma que os
resultados sdo obtidos em até duas horas. Ja a nested leva em torno de 10 horas ou mais para
gerar resultados, uma vez que, apds as etapas no termociclador, ainda é necessario realizar
eletroforese no gel de agarose para visualizagdo das bandas referentes ao produto da PCR
(Johnson et al., 2005).

O diagndstico precoce da dengue é obtido de forma mais eficiente somente durante a
fase aguda da doenga, ou seja, quando 0s niveis de viremia estdo altos (0-5 dias apds o inicio
dos sintomas) e 0 RNA viral ou os antigenos soltveis (NS1, por exemplo) podem ser detectados
(Lanciotti, 2003; Johnson et al., 2005; WHO/TDR, 2009; Low et al., 2011; Tricou et al., 2011).
No entanto, varios ensaios de RT-PCR utilizando os sistemas em tempo real tém sido
desenvolvidos para deteccdo precoce de DENV e identificacdo do sorotipo com alto nivel de
sensibilidade e especificidade (Johnson et al., 2005; Kong et al., 2006; Santiago et al., 2013;
Ferraz et al., 2013).

1.11.2 — Diagnostico soroldgico

As técnicas sorologicas sdo consideradas mais simples e de custo mais baixo quando
comparadas a cultura in vitro e técnicas moleculares. Além disso, a sorologia permite o
diagnostico da dengue desde a fase aguda até a fase convalescente, e por esses motivos sdo 0s
métodos de diagndstico laboratorial frequentemente utilizados para detectar infeccdo por
DENV (Guzmaén et al., 2010a).

1.11.2.a - Ensaio imunoenzimatico para captura da imunoglobulina G (1gG)

O padrdo-ouro para confirmacdo sorologica de uma infeccdo por DENV é a
soroconversao de anticorpos IgM e 1gG (Guzman et al., 2010a). A presenca de IgM ou de altos
niveis de 1gG em soro de infeccdo aguda de um caso suspeito de dengue sugere provavel
infeccdo por DENV (PAHO, 1994; WHO/TDR, 2009). Ensaios de 1gG dengue-especificos
podem ser utilizados para a deteccdo de infeccGes anteriores e infecgdes em curso, se o soro for

coletado dentro do intervalo correto que permita a demonstragdo da soroconversao entre
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amostras de soro agudas e convalescentes (Peeling et al., 2010). Ensaios sdo geralmente
realizados utilizando multiplas dilui¢des de cada soro testado para determinar um ponto de corte
na titulacdo (Peeling et al., 2010). Ensaios de avidez de IgG podem ser empregados para
determinar se a infeccdo é primaria ou secundaria, baseando-se no principio segundo o qual a
avidez de IgG é baixa ap6s o primeiro desafio antigénico, porém aumenta vagarosamente dentro
de semanas e meses apos a infeccdo. Esses ensaios podem ser mais Uteis do que a inibicdo da
hemaglutinacdo para este propdsito (Matheus et al., 2005; Peeling et al., 2010).

O ELISA para IgG classico utilizado para detecgéo de infeccdo anterior de DENV utiliza
antigenos especificos para DENV dos quatro sorotipos (DENV 1-4) para a captura de
anticorpos anti-DENV 1gG-especificos nas amostras de soro. A maioria dos antigenos
utilizados neste ensaio séo derivados das proteinas do envelope do virus (Peeling et al., 2010).
Uma limitacdo importante desse teste consiste na especificidade, haja vista a frequéncia
significativa de reacdes cruzadas com outros flavivirus circulantes, especialmente quando os
anticorpos sdo formados devido a uma infec¢do secundaria, em que reagem cruzadamente com
0s outros sorotipos de DENV, ou outros flavivirus (Innis et al., 1989).

Este ensaio é comumente realizado com diluigdes mdaltiplas do soro testado para
determinar um ponto de corte na dilui¢do, correlacionando-se com o ensaio de hemaglutinagéo,
muito utilizado previamente (Miagostovich et al., 1999). Quanto mais alta a dilui¢cdo do ponto

de corte, mais robusta € a resposta obtida depois da infeccéo.

1.11.2.b — Ensaio imunoenzimatico para pesquisa do antigeno NS1

A deteccdo de antigenos virais na corrente sanguinea € um metodo simplificado para o
diagndstico da dengue durante a fase aguda da infeccdo, em comparacdo com o isolamento viral
ou a deteccdo de acidos nucleicos (Peeling et al., 2010). Avancos na pesquisa de ensaio
imunoenzimatico e ensaios imunocromatograficos, tendo como alvo a NS1, tém mostrado que
altas concentracOes de NS1 podem ser detectadas logo no primeiro dia depois do inicio da febre
em pacientes com infec¢do primaria ou secundaria. A antigenemia comeca a diminuir depois
do quinto ou sexto dia, podendo ser detectada até nove dias ap0s o inicio dos sintomas (Dussart
et al., 2006).

Apesar da deteccdo de antigenos na fase aguda de infeccdes secundarias estar
possivelmente comprometida pela pré-existéncia de imunocomplexos virus-lgG, muitos
estudos tém investigado a utilidade da deteccdo da SNS1 como uma ferramenta de diagnostico
durante a fase aguda da infec¢do por DENV (Peeling et al., 2010; Fry et al., 2011; Felix et al.,

2012; Shen et al., 2017). Altos niveis de sNS1 foram encontrados no soro de pacientes
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infectados por DENV durante infec¢Ges agudas (Libraty et al., 2002; Avirutnan et al., 2006;
Hang et al., 2009). A literatura sugere que altos niveis de NS1 presentes no plasma poderiam
ajudar a identificar pacientes com risco de extravasamento plasmatico, uma vez que Varios
estudos apontam a correlacdo da SNS1 com o nivel da viremia e a gravidade da dengue (Young
et al., 2000; Libraty et al., 2002; Avirutnan et al., 2006). Entretanto, a importancia da detecgéo
de NS1 na predicdo da dengue grave ainda precisa ser avaliada (Thomas et al., 2010). Até o
momento, ainda é desconhecido o mecanismo pelo qual o antigeno sNS1 contribui para a

patogénese (Watanabe et al., 2012).

1.11.2.c — Ensaio imunoenzimatico para quantificacdo do antigeno NS1

Sdo muitos os desafios na busca de uma ferramenta de diagnéstico laboratorial ideal
para a dengue. Os testes soroldgicos sdo rotineiramente utilizados para confirmar infeccdes
suspeitas de DENV, ainda que sejam menos especificos (Peeling et al., 2010). No entanto, a
resposta imune produz imunoglobulinas apenas nos estagios mais tardios da infeccdo (Kao et
al., 2005). Sendo assim, acredita-se que um teste diagnostico com tecnologia que utilize um
marcador biol6gico com capacidade para detec¢do sensivel do DENV na fase aguda da doenca,
e de forma altamente especifica, possa contribuir sobremaneira para o diagnostico precoce da
dengue (Antunes et al., 2015). Um dos marcadores bioldgicos conhecidos e bem estabelecidos
é a NS1 liberada na circulagdo sanguinea em altas concentra¢fes durante a replicagdo viral
(Alcon et al., 2002). Os niveis de NS1 circulante em individuos infectados pelo DENV podem
variar de acordo com a gravidade da doenca, com o status imunoldgico (se a infeccdo € primaria
ou secundaria) e de acordo com o sorotipo (Antunes et al., 2015).

Em funcdo de tantos desafios, varios grupos de pesquisa tém proposto tecnologias bem
sensiveis a partir de bio-sensores para a quantificacdo da NS1 (Linares et al., 2013; Hu et al.,
2013; Silva et al., 2015; Figueiredo et al., 2015). No entanto, elas requerem estratégias de ensaio
multi-step e ndo podem ser facilmente utilizadas para a detec¢do simultanea de mdaltiplos
biomarcadores (Antunes et al., 2015).

Os ensaios imunocromatograficos sdo imunoensaios ditos rapidos (15-20 min),
desenhados para proporcionar uma leitura ndo-quantitativa (Tricou et al., 2010). A literatura
aponta que o sorotipo viral e o status da infeccdo dos pacientes podem limitar a sensibilidade e
a confiabilidade destes testes (Duong et al., 2011). Além disso, a confirmacdo laboratorial
precisa ser requerida com frequéncia (Hang et al., 2009). No entanto, outros estudos

demonstraram que tdo somente o tratamento térmico do soro é capaz de superar esses pontos
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criticos (Lima et al., 2014). A associacdo dos atributos dos ensaios imunoezimaticos com a
capacidade de quantificar a NS1 em soros agudos parece vir ao encontro das demandas de

populacdes endémicas.

1.12 — Prevencéo e controle

Ainda ndo foi estabelecida uma vacina que proteja o individuo da infeccdo pelos 4
sorotipos do DENV de modo eficaz. O desenvolvimento de uma vacina tetravalente, suficiente
para estimular resposta imune aos quatro sorotipos do DENV, tem sido dificultado por
obstaculos na inducdo de uma resposta imune equilibrada (Guzméan & Harris, 2015). Além
disso, inexiste medicacdo especifica para tratar a infec¢do pelo DENV, bem como as medidas
de controle vetorial tém falhado em reduzir a ocorréncia de epidemias de dengue (WHO, 2012).
Dessa forma, as medidas de prevencdo mais eficientes sdo aquelas que evitam a picada do
mosquito, principalmente em populagdes de areas endémicas.

Para a prevencdo e o controle da dengue, a vigilancia € um componente indispensavel.
Atraves da vigilancia, é possivel obter as informac6es necessérias para a avaliacdo de risco e
orientacdo de um programa de controle da dengue, incluindo a resposta as epidemias e a
avaliacdo desse programa (WHO, 2012).

Da mesma forma, para reduzir ou prevenir a transmissdo do DENV é fundamental a
atencdo ao controle vetorial. Ainda que a maioria dos paises endémicos desenvolva essa pratica
em seus programas de controle e prevencao da dengue, o controle vetorial, através do manejo
ambiental e do controle quimico, costuma ser insuficiente com frequéncia (WHO/TDR, 2009;
Guzman et al., 2010a).

Uma iniciativa adotada pelos paises das Ameéricas, a Organizacdo Pan-Americana de
Saude (OPAS), juntamente com a OMS, teve como objetivo a implementacdo do Programa
Regional de Dengue nos paises membros, através da Estratégia de Manejo Integrado para
Prevencao e Controle da dengue nestes paises (PAHO/WHO, 2014). O Programa Regional da
Dengue visa reforgar a vigilancia epidemiolégica da dengue, fortalecer as redes de laboratorios
na gestdo de praticas eficazes no diagnostico da doenca, bem como realizar o monitoramento
do vetor e da resisténcia a inseticidas. Além disso, o programa prop&e o controle integrado de
vetores, aprimoramento do manejo clinico dos pacientes, e por fim fortalecer a comunicacgao
social para impactar comportamentos das populagdes que enfrentam o problema da dengue
(PAHO/WHO, 2014).

O Ministério da Saude do Brasil estabeleceu, em 2009, diretrizes nacionais para
prevencdo e controle de epidemias de dengue. A iniciativa foi veiculada através de: 1)

assisténcia aos pacientes suspeitos da doenga, uma vez que a qualidade da assisténcia prestada
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e da organizacdo da rede de servicos de salde sdo fundamentais para evitar a maioria dos ébitos
por dengue; 2) vigilancia epidemioldgica; 3) controle vetorial, com a implementagdo de uma
politica que visa a intersetorialidade, cooptando e responsabilizando os gestores e a sociedade;
e 4) comunicacao por meio do desenvolvimento das préaticas educativas no SUS, objetivando

fomentar a mobilizacdo da sociedade organizada consciente e voluntariamente.

1.12.1 — Vacinas em desenvolvimento contra o DENV

As dificuldades no desenvolvimento de uma vacina anti-DENV decorrem da interagédo
entre os quatro sorotipos que causam infeccoes (Rey, 2013). A infeccdo por qualquer um dos
quatro sorotipos induz imunidade a este sorotipo infectante e ndo aos demais (Rey, 2013). Ainda
que alguns dos anticorpos produzidos durante esta resposta cruzem sorologicamente e possam
neutralizar os outros sorotipos a um certo ponto, eles ndo medeiam protecédo cruzada a longo
prazo (Rey, 2013).

Para ser bem-sucedida, é necessario o desenvolvimento de uma vacina que proteja
contra todos os sorotipos simultaneamente e que haja a inducdo de resposta imune balanceada
(Rey, 2013; Guzman & Harris, 2015). Para isso, € preciso conhecer, em nivel estrutural, os
epitopos antigénicos do virus, os quais sdo alvo de anticorpos protetores (Rey, 2013). A
identificacdo dos epitopos na proteina E parece ser fundamental para o desenvolvimento da
vacina contra o DENV, haja vista que esses epitopos sdo alvo de anticorpos potentes e
amplamente neutralizantes, capazes de neutralizar os quatro sorotipos simultaneamente
(Cockburn et al., 2012).

A vacina pioneira desenvolvida pela Sanofi Pasteur, Dengvaxia®, mostrou ser eficaz em
casos sintomaticos e confirmados de dengue durante a fase de vigilancia ativa (até 25 meses
apos a primeira dose) de dois estudos de fase 11 em 10 paises distribuidos na Asia (Indonésia,
Malésia, Filipinas, Tailandia, Vietnd) e na América Latina (Brasil, Colémbia, Honduras,
Mexico e Porto Rico) (Capeding et al., 2014; Villar et al., 2015). Caracteriza-se por ser uma
vacina quimérica constituida por uma particula infecciosa ndo-viva de DENV, atenuada,
tetravalente, baseada na vacina 17D licenciada da febre amarela com genes estruturais de cada
sorotipo de DENV (CYD-TDV) (Chambers et al., 1999). México, Brasil, Filipinas, El Salvador
e Costa Rica aprovaram o uso da CYD-TDV para individuos de 9 a 45 anos que vivem em areas
endémicas, uma vez que houve reducéo de metade das hospitalizacdes por infeccdo pelo DENV
entre individuos vacinados, com 9 anos de idade ou mais, no terceiro ano apos a primeira dose.
Contudo, na avaliacdo da Fase Ill, Dengvaxia apresentou baixa eficacia em individuos que

nunca tiveram contato com DENV, além de ter sido observado aumento da gravidade em 58%
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nos individuos com menos de 9 anos de idade (Coudeville et al., 2016; Khetarpal & Khanna,
2016; Sanofi Pasteur Media Release, 2016).

Houve também uma candidata a principio promissora, composta por quatro vacinas,
cada uma tendo um sorotipo diferente como alvo, que foi avaliada por um grande estudo
vacinal, foi considerada segura e conferiu protecdo contra os sorotipos 1, 3 e 4 (Balsitis et al.,
2010). No entanto, a vacina em teste ndo foi capaz de proteger contra 0 sorotipo 2, mesmo
induzindo anticorpos neutralizantes contra os quatro sorotipos (Sabchareon et al., 2012).
Contudo, hd que se considerar que o0 ensaio de neutralizacdo utilizado como método
imunoldgico neste estudo pode néo ter sido suficientemente preditivo acerca da ocorréncia da
infecgdo pelo DENV, ja que os titulos aumentados de anticorpos neutralizantes podem ter sido
insuficientes para proteger contra a cepa epidémica de DENV-2 em particular (Guzman &
Harris, 2015).

Outras vacinas de virus atenuado e virus inativado, de proteinas recombinantes e vacinas
de DNA estdo em desenvolvimento.

Dessa forma, evidencia-se a complexidade para o desenvolvimento de uma vacina capaz
de induzir a producéo de anticorpos que gerem protecdo duradoura, a0 mesmo tempo em que é
imprescindivel evitar um estado pds-vacinal com potencial para estimular o sistema imune a

ponto de levar ao agravamento da infeccéo (Rey, 2013).

1.12.2 — Controle vetorial

O mosquito Aedes é uma preocupacgdo crescente em saude publica e seu controle ou
erradicacdo e urgente (Reis et al., 2017). Os métodos de controle disponiveis ou em
desenvolvimento podem ser divididos em cinco categorias: 1) controle dos locais de reproducéo
ambiental; 2) armadilhas mecénicas; 3) técnica de reducdo da fertilidade dos insetos; 4)
inseticidas; e 5) inseto transgénico (Baldacchino et al., 2015).

A reducdo de locais de reproducdo de vetores no meio ambiente tem como objetivo o
controle do local de reproducdo em &gua parada. As a¢des permanentes diminuem o foco de
reproducdo. A educacdo e a participacdo da populacdo sdo necessérias. Para combater o vetor
em estagios iniciais, medidas preventivas continuas e visitas a todos os pontos de risco sao
fundamentais (COSEMS/SP, 2012).

Existem diferentes tipos de armadilhas mecénicas, que podem aprisionar tanto 0s
insetos, quanto 0s ovos ou as larvas.

Para a reducdo da fertilidade dos insetos, podem ser utilizadas duas estratégias

bioldgicas de controle vetorial: a técnica relacionada com a Wolbachia e a producéao de insetos
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estéreis pela radiagdo (Reis et al., 2017). Quando os mosquitos Aedes sdo infectados pela
Wolbachia, a replicacéo viral e a disseminagédo do DENV sdo inibidas. O blogueio completo da
transmissdo do DENV acontece no 14° dia de infeccdo (Bian et al., 2010). Na segunda
estratégia, 0s machos produzidos em laboratorio sao expostos a baixa radiacdo e esterilizados,
mantendo a capacidade de copulacdo. O inseto feito com fertilidade prejudicada é langado no
ambiente para acasalar com insetos selvagens e produzir ovos estéreis, eliminando entdo a
proxima geracdo (Atyame et al., 2016).

O uso de inseticidas, com diferentes métodos de aplicacdo de pesticidas, objetiva a
eliminacdo do vetor alado ou das larvas.

Os insetos transgénicos possuem um alelo letal dominante capaz de matar geragcdes
subsequentes de Aedes (Hoang et al., 2016). Os mosquitos designados OX513A sdo machos e
receberam dois genes. O primeiro gene funciona como um sistema de ativacdo construido a
partir de um DNA sintético de Escherichia coli e virus do herpes. Esse gene tem como objetivo
encurtar a vida do inseto e levar a extin¢do dessa espécie em uma regido. I1sso ocorre quando 0s
machos modificados se acasalam com fémeas selvagens do ambiente, produzindo descendentes
gue ndo sobreviverado até o estagio adulto devido ao gene letal. O segundo é um gene de coral
marinho de Discosoma, que funciona como um marcador fluorescente, de modo que os
mosquitos tém uma luminosidade diferente em comparacdo com os selvagens, possibilitando a
deteccdo de sua presenca por exposicao especial a luz (Wentzel, 2015).

Um dos temas discutidos na reunido da OMS sobre os desafios apresentados por esta
doenca emergente foi que "ndo ha provas de que quaisquer intervencdes recentes de controle
de vetores, incluindo pulverizagdo macica de inseticidas, tenham tido algum efeito significativo
na transmissao da dengue™ (Haug et al., 2016).

Atualmente, a maioria das estratégias disponiveis sdo baseadas na participacao intensiva
da populacéo (Carvalho et al., 2017). Um estudo de metanalise mostrou que o controle do Ae.
aegypti esta significativamente associado com o tipo de estratégia empregada (Lima et al.,
2015). Além disso, o método de controle mais efetivo para o estudo foi a abordagem integrada,
considerando os determinantes eco-bio-sociais na cadeia epidemiolégica virus-vetor-ser
humano, e o envolvimento da comunidade, a partir do empoderamento dos membros da
comunidade como agentes ativos para o controle vetorial (Lima et al., 2015). Enquanto
nenhuma outra medida efetiva estiver disponivel (seja uma vacina para proteger as pessoas ou
a liberacdo de algum mosquito modificado), a participacdo da comunidade é extremamente

importante para o controle das populac6es de Ae. aegypti (Carvalho et al., 2017).
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2 - JUSTIFICATIVA

Muitos estudos tém explorado os fatores de risco que podem predizer a evolucéo da
dengue para a forma grave (Vaughn et al., 2000; Wichmann et al., 2004; Endy et al., 2004;
Hammond et al., 2005).

Inimeros fatores de risco individuais tém sido implicados como potenciais marcadores
para a gravidade da dengue, como a idade, o sexo, a resposta imune do individuo relacionada a
infeccdo anterior por sorotipo heter6logo do DENV, comorbidades, a genética da populacédo
infectada, carga viral, e niveis de NS1 circulantes, além de varios fatores virais, como diferentes
sorotipos e as citocinas pré-inflamatorias produzidas em resposta ao virus.

A maior parte da literatura atual remete-se aos casos de dengue ocorridos no sudeste da
Asia, onde DENV tem circulado ha mais tempo do que no Brasil (Rocha et al., 2017). Os
diferentes cenarios epidemioldgicos relacionados a circulacdo do DENV e a condicdo
imunoldgica da populacdo em muitas regides endémicas propiciam uma grande oportunidade
para o desenvolvimento de estudos no continente americano, especialmente neste pais.

Além disso, o diagnostico clinico durante a fase aguda néo é preciso, considerando que
a dengue apresenta caracteristicas similares a outras doengas febris e, dessa forma, o
diagnéstico laboratorial tem sido uma ferramenta importante para a vigilancia epidemioldgica
e para 0 manejo clinico do paciente.

A inexisténcia de um tratamento antiviral especifico contra 0 DENV e de uma vacina
disponibilizada para uso universal, aliada a grave situagdo epidemioldgica no Brasil, com a
ocorréncia de epidemias de grande magnitude, como a de 2015 e de 2016, com cerca de
1.688.688 e 1.500.535 notificacbes respectivamente, reforcam a necessidade e a urgéncia na
busca por marcadores de gravidade da dengue. A co-circulagdo dos quatro sorotipos de DENV,
bem como de gendtipos mais virulentos, levam a ocorréncia de formas graves e fatais no Brasil,
ratificando a importancia da busca por marcadores que viabilizem a identificacdo precoce de
pacientes que podem evoluir para a forma grave da doenca, bem como o tratamento imediato

de suporte para a prevencdo da evolucédo para esse quadro clinico.
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3-OBJETIVOS
3.1 - OBJETIVO GERAL.: Buscar um marcador precoce de gravidade em casos de dengue

no estado do Rio de Janeiro de 1986 a 2012.

3.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1)

)

(3)

(4)

(5)

(6)

(7)

Classificar a resposta imune dos casos de dengue no Rio de Janeiro de 1986 a 2012 em
infeccdes primarias e secundarias;

Realizar a quantificagdo da antigenemia da NS1 em amostras de soros de casos de
dengue;

Realizar a quantificacdo da viremia em amostras agudas dos casos de dengue;
Associar as variaveis sexo, faixa etaria, resposta imune, viremia, antigenemia da NS1,
sorotipo infectante e dias de doenga a apresentagdo clinica da dengue “sem sinais de
alerta” e “com sinais de alerta/dengue grave”;

Associar as variaveis sexo, faixa etaria, resposta imune, viremia, sorotipo infectante e
dias de doenga aos niveis da NS1 circulante nos pacientes;

Associar as variaveis sexo, faixa etaria, resposta imune, antigenemia da NS1, sorotipo
infectante e dias de doenca aos niveis de viremia nos pacientes;

Associar as variaveis sexo, faixa etaria, resposta imune, nimero de dias de doenca a
apresentacao clinica da dengue “sem sinais de alerta” e “com sinais de alerta/dengue

grave”, e a viremia, em pacientes infectados pela linhagem | ou 1l do DENV-2.
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4 — CONSIDERACOES ETICAS

As amostras de soro utilizadas neste estudo foram provenientes da demanda espontanea
do Laboratorio de Flavivirus, IOC/FIOCRUZ, Centro de Referéncia Regional para Dengue e
Febre Amarela, armazenados a -70°C, sem qualquer procedimento adicional para o paciente. O
estudo encontra-se aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP 274/05) da Fundag&o
Oswaldo Cruz, Ministério da Saude, de acordo com a resolucdao CSN 466/12.
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5 - MATERIAL E METODOS
5.1 - DESENHO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo retrospectivo observacional avaliando fatores virais,
imunologicos e demograficos, e a relacdo com a dindmica da doenca durante a fase aguda, em
uma populacdo exposta aos quatro sorotipos (DENV-1-4) ao longo de 27 anos de epidemias no
estado do Rio de Janeiro, Brasil, entre abril de 1986 e dezembro de 2012. O presente trabalho
foi dividido em 3 estudos.

O estudo 1 compreende a analise de possiveis associacGes entre os desfechos
apresentacdo clinica dos pacientes infectados pelo DENV, antigenemia da glicoproteina NS1 e
viremia, e as variaveis sexo, faixa etéria, resposta imune, nimero de dias de doenca, sorotipo,
antigenemia da NS1 e viremia em 262 amostras Unicas dos pacientes.

O estudo 2 compreende a analise supracitada avaliando o comportamento de cada um
dos quatro sorotipos do DENV, sendo 64 amostras de DENV-1, 63 amostras de DENV-2, 68
amostras de DENV-3 e 67 amostras de DENV-4.

E o estudo 3 compara o comportamento da linhagem | (63 amostras analisadas nos
estudos 1 e 2) e da linhagem Il (66 amostras) do DENV-2 diante da apresentagdo clinica dos
pacientes e da viremia em relagdo as varidveis sexo, faixa etaria, resposta imune e nimero de
dias de doenca. Entre 2007 e 2009, houve um deslocamento da faixa etéria dos casos graves
para menores de 15 anos, que ocorreu com a emergéncia do DENV-2 e coincidiu com a
deteccdo da linhagem Il do DENV-2. A introducéo da linhagem Il do DENV-2 teve um grande
impacto epidemioldgico, com uma epidemia de grande magnitude, muitos casos de dengue
grave, levando ao 6bito um numero elevado de criangas, além de ser o Unico sorotipo a
apresentar intervalos bem definidos de circulagdo das suas linhagens ao longo do periodo do
estudo.

O termo “resposta imune” utilizado no presente trabalho se refere ao tipo de infecgéo:
se primaria (primeira infec¢do do paciente por um flavivirus) ou se secundéria (nova infecgéo,

paciente ja teve infeccao prévia por flavivirus).
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5.2 - AMOSTRAGEM
5.2.1 — Origem das amostras dos pacientes e das fichas epidemiol6gicas

As amostras dos pacientes e respectivas fichas epidemiolégicas foram recebidas pelo
Laboratorio de Flavivirus sob demanda espontanea. O presente trabalho foi realizado com
amostras de conveniéncia.

A figura 5.1 explica a procedéncia dos casos estudados.

Laboratorio Central Laboratério Estadual Instituto Nacional Hospital Balbino
de Satide Publica Miguelote Viana de Infectologia (rede privada)
Noel Nutels (rede publica) Evandro Chagas
(rede publica) (rede publica)

Y Y Y

Laboratorio de Referéncia Regional em Dengue e Febre Amarela - LABFLA

Amostras de soro congeladas a -70°C
selecionadas para este estudo

Figura 5.1-Fluxo de recebimento das amostras de soro e respectivas fichas epidemiolédgicas dos

pacientes selecionados para este estudo.

Realizou-se uma primeira busca no banco de dados do Laboratorio de Flavivirus,
utilizando como critério:1) a localidade (pacientes viviam no estado do Rio de Janeiro, e ndo
tinham historico de viagem imediatamente anterior a manifestacdo dos sinais e sintomas da
dengue); 2) numero de dias de doenca anotado na ficha epidemioldgica (0 a 5 dias de doenca); e
3) amostras confirmadas previamente por isolamento viral e/ou RT-PCR convencional. A partir
dessa primeira triagem, foram selecionadas 2.651 amostras, sendo 1250 amostras de DENV-1,
276 amostras de DENV-2 linhagem I, 363 amostras de DENV-2 linhagem 1l, 367 amostras de
DENV-3 e 395 amostras de DENV-4.

Procedeu-se a busca pelas amostras dos respectivos pacientes nos freezers a -70°C. Foram
encontradas 678 amostras com volume suficiente, sendo 244 amostras de DENV-1, 204 amostras
de DENV-2 linhagem 1, 120 amostras de DENV-3 e 110 amostras de DENV-4. A informagéo
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guanto ao namero de amostras de DENV-2 linhagem Il encontradas nos freezers e com volume
suficiente ndo foi obtida.

Em seguida, procedeu-se a busca pelas fichas epidemiolégicas dos respectivos pacientes.
Quanto a infeccdo pelo DENV-1, do total de 244 pacientes, 27 ndo apresentavam ficha
epidemioldgica; seis pacientes apresentavam ficha epidemioldgica, porém sem anotacao de sinais
e sintomas; e 211 pacientes apresentavam ficha epidemiolégica com informacéo sobre sinais e
sintomas.

Em relacdo a infeccdo pelo DENV-2 linhagem I, do total de 204 pacientes, quatro ndo
apresentavam ficha epidemioldgica; cinco pacientes apresentavam ficha epidemioldgica, porém
sem anotacdo de sinais e sintomas; e 195 pacientes apresentavam ficha epidemioldgica com
informacdo sobre sinais e sintomas.

A partir de 2000, foi possivel fazer a busca pelas informacdes quanto a sinais e sintomas
através do banco de dados do laborat6rio, sem a necessidade de recorrer as fichas epidemioldgicas
originais do setor de arquivo, em um primeiro momento. Sendo assim, ndo foram obtidas as
informacdes quanto ao numero de pacientes sem ficha epidemioldgica e quanto ao nimero de
pacientes com ficha epidemioldgica, porém sem anotacao referente a sinais e sintomas.

Em relagdo a infeccdo pelo DENV-3, do total de 120 pacientes, 85 apresentavam ficha
epidemiolégica com informacao sobre sinais e sintomas.

Quanto a infeccdo pelo DENV-2 linhagem 11, o nimero de fichas epidemiol6gicas com
informacédo quanto a sinais e sintomas ndo foi obtida.

No que se refere a infeccdo pelo DENV-4, do total de 110 pacientes, 67 pacientes
apresentavam ficha epidemioldgica com informacéo sobre sinais e sintomas.

As fichas epidemioldgicas originais de todos os pacientes foram analisadas para
confirmacéo dos dados informados.

A etapa seguinte foi a anélise dos dados quanto aos sinais e sintomas descritos nas fichas
epidemiolégicas, com o assessoramento de um médico clinico para a triagem dos pacientes nos
grupos DSSA e DCSA/DG. Apbs mais esta triagem, foram selecionados 64 pacientes com DENV-
1, 63 pacientes com DENV-2 linhagem I, 66 pacientes com DENV-2 linhagem Il, 68 pacientes
com DENV-3 e 67 pacientes com DENV-4, totalizando 328 amostras (Figura 5.2).
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2.651

amostras agudas (0-5 dias), confirmadas por isolamento viral e/ou RT-PCR, de
pacientes do estado do RJ, selecionadas do banco de dados do Labfla

1250 276 363 367 395
DENV-1 DENV-2 DENV-2 DENV-3 DENV-4
Linhagem I Linhagem II
678
Amostras nos freezers a -70°C
244 204 ? 120 110
DENV-1 DENV-2 DENV-2 DENV-3 DENV-4
Linhagem I Linhagem II
558
Fichas epidemiologicas
211 195 ? 85 67
DENV-1 DENV-2 DENV-2 DENV-3 DENV-4
Linhagem I Linhagem II
328
Grupos DSSA e DCSA/DG
64 63 66 68 67
DENV-1 DENV-2 DENV-2 DENV-3 DENV-4
Linhagem I Linhagem II

Figura 5.2-NUmero de amostras selecionadas e perdidas ao longo das triagens do estudo

Os dados clinico-epidemiolédgicos para analise foram obtidos através das fichas
epidemioldgicas. Uma vez que um dos alvos de pesquisa do nosso estudo é o periodo de
introducdo e circulagdo de cada um dos 4 sorotipos no estado do Rio de Janeiro, bem como das
linhagens | e 11 de DENV-2, priorizaram-se as amostras coletadas no ano de introducéo, e no ano
seguinte, de cada sorotipo e da linhagem Il do DENV-2. Contudo, foi necessario estender por

mais alguns anos o periodo em que as amostras foram coletadas devido a quantidade insuficiente
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de amostras elegiveis e fichas epidemioldgicas correlatas no periodo de interesse para 0s estudos.
No total, o estudo 1 compreendeu a anélise de 262 amostras, referentes a 262 pacientes infectados
por DENV (Quadro A).

Ano de coleta de sangue NUmero de pacientes
1986 1
1987 51
1990 48
1991 8
1996 4
Estudo 1 2000 ’
2001 46
2002 23
2003 12
2011 8
2012 59
Total 262

Quadro A-Ano de coleta das amostras do estudo 1 e respectivo numero de pacientes por ano de

coleta.

O estudo 2 compreendeu a analise das mesmas 262 amostras do estudo 1, referentes aos
mesmos 262 pacientes. Contudo, no estudo 2, observou-se a particularizacdo das amostras por
sorotipo de DENV, sendo 64 amostras de DENV-1, 63 amostras de DENV-2, 67 amostras de
DENV-3 e 68 amostras de DENV-4 (Quadro B).

Sorotipo infectante Ano de coleta de sangue NUmero de pacientes
DENV-1 1986 1
1987 51
1990 8
1996 4
Total 64
DENV-2 1990 40
1991 8
2000 1
Estudo 2 2001 14
Total 63
DENV-3 2000 1
2001 32
2002 23
2003 12
Total 68
DENV-4 2011 8
2012 59
Total 67
Total 262

Quadro B- Ano de coleta das amostras do estudo 2 e respectivo nimero de pacientes por ano de

coleta.
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Paralelamente, 66 amostras da linhagem 1l do DENV-2 foram selecionadas objetivando
estudar o comportamento das linhagens | e 11 do DENV-2 quanto a gravidade e a viremia. Todas
as amostras de DENV-2 utilizadas no presente trabalho foram previamente sequenciadas por
Nunes e colaboradores (2016).

Entre 2007 e 2009, houve um deslocamento da faixa etaria dos casos graves para menores
de 15 anos, que ocorreu com a emergéncia do DENV-2 e coincidiu com a detec¢do da linhagem
I1 do DENV-2. A introducdo da linhagem Il do DENV-2 teve um grande impacto epidemiologico,
com uma epidemia de grande magnitude, muitos casos de dengue grave, levando ao 6bito um
namero elevado de criancgas, além de ser o Unico sorotipo a apresentar intervalos bem definidos
de circulagdo das suas linhagens ao longo do periodo do estudo, compreendido entre 1986 e 2012.

O estudo 3 compreendeu 63 amostras de pacientes infectados pela linhagem | do DENV-
2, analisadas nos estudos 1 e 2, e 66 pacientes infectados pela linhagem Il do DENV-2 (Quadro
C).

Sorotipo infectante Ano de coleta de sangue NUmero de pacientes

DENV-2 linhagem | 1990 40
1991 8
2000 1

2001 14

Total 63
BSWdo3 | 5= linhagem i 2007 2
2008 5
2009 1

2010 38

2011 20

Total 66

Total 129

Quadro C- Ano de coleta das amostras do estudo 3 e respectivo nimero de pacientes por ano de

coleta.

Critérios de elegibilidade: pacientes com 0 a 5 dias de doenca, infectados no estado do Rio de
Janeiro, por DENV-1 (a partir de 1986), pela linhagem | do DENV-2 (a partir de 1990), pela
linhagem 11 do DENV-2 (a partir de 2007), por DENV-3 (a partir de 2000) ou por DENV-4 (a
partir de 2011), com diagnostico confirmado como dengue por RT-PCR e/ou isolamento viral,
cujas amostras estivessem em volume suficiente para realizagcdo das técnicas laboratoriais do

estudo e armazenadas em freezer a -70°C, incluidos os casos fatais.

Critérios de exclusdo: (i) fichas epidemioldgicas incompletas (sem nome, ou sem sinais ou
sintomas que possibilitassem a classificagdo em um dos dois grupos do estudo), (ii) pacientes com

historico de viagem imediatamente anterior a manifestacao de sinais ou sintomas de dengue.
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5.2.2 — Estratificacdo da idade dos pacientes por faixa etaria

Para os estudos 1, 2 e 3, a idade dos pacientes foi estratificada em cinco faixas: pacientes
com idade menor ou igual a 12 anos (criancas), de 13 a 19 anos (jovens), de 20 a 59 anos
(adultos) e com idade igual ou superior a 60 anos (idosos). Essa estratificacdo tentou distribuir
0 numero de pacientes uniformemente e, a0 mesmo tempo, seguiu o padrdo de estratificacdo
etaria encontrada em outros estudos epidemiolégicos. A faixa de 20 a 59 anos concentrou maior
numero de pacientes que as demais faixas etarias. No entanto, apos termos realizado analises
com grupos de 20 a 29 anos, 30 a 39 anos, 40 a 49 anos e 50 a 59 anos, observamos que néo
havia diferenca significativa quanto a mudancas no perfil epidemioldgico da doenca ou para as
variaveis estudadas. Por este motivo, a populagdo foi agrupada em criangas, jovens, adultos e
idosos conforme descrito em estudos anteriores (Rodrigues et al., 2005; Oliveira et al., 2009;
Vicente et al., 2016).

5.2.3 — Estratificacdo do numero de dias de doenca

Nos estudos 1, 2 e 3, 0 nimero de dias de doenca variou de 0 a 5, sendo 0 o dia em que
a febre teve inicio. A variagdo de dias de doenca foi distribuida nos estratos 0-1, 2-3 e 4-5,

visando ter um nimero amostral significativo em cada categoria.

5.2.4 — Nova classificacdo dos casos de dengue quanto a gravidade

A classificacdo clinica dos pacientes baseou-se nos critérios da OMS (2009), que visa

direcionar o manejo do tratamento do paciente de acordo com uma escala de gravidade. Sendo
assim, tomando por base a classificacdo de casos de dengue pela OMS e as informagdes contidas

nas fichas epidemioldgicas que acompanhavam as amostras, dividiram-se 0s casos previamente

confirmados como dengue por isolamento viral e/ou RT-PCR em: (a) dengue sem sinais de alerta

e (b) dengue com sinais de alerta/dengue grave.

Os pacientes classificados como casos de dengue sem sinais de alerta (DSSA) apresentavam
febre e dois ou mais dos seguintes sinais e/ou sintomas: dor retro-orbitaria, mialgia, artralgia,
prostracdo, nausea, vomito, erupcdo cutanea, diarreia, anorexia e prurido. Os pacientes
classificados como casos de dengue com sinais de alerta/dengue grave (DCSA/DG) apresentavam
um ou mais dos seguintes sinais e/ou sintomas: choque, dor abdominal, hemorragia grave,
comprometimento grave de 6rgdos, sangramento de mucosa (nariz, boca, gengiva, laringe,

traqueia, bronquios, pulmdes, orofaringe).
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Os casos de DCSA e DG foram agrupados em uma mesma categoria no presente trabalho.
Dado que nédo foi possivel acompanhar a evolu¢do da doencga nos pacientes estudados, ou ter
acesso a essa informacéo, por tratar-se de um estudo retrospectivo ao longo de 27 anos, € possivel

que pacientes inicialmente classificados como DCSA tenham evoluido para DG.

5.3-SOROLOGIA
5.3.1 — Teste imunoenzimatico para pesquisa de 1gG

Considerando que o tipo de resposta pode influenciar no desfecho da manifestacéo
clinica, os casos de dengue estudados foram classificados em resposta imune priméria e
secundéria.

Para tal, 0 ensaio imunoenzimatico “in house” foi utilizado para detec¢éo de anticorpos
da classe IgG anti-DENV (IgG-ELISA), conforme descrito por Miagostovich e colaboradores
(1999). A técnica supracitada foi selecionada, uma vez que os titulos de IgG ELISA podem ser
associados, de forma confiavel, a infec¢des priméarias ou secundérias, quando analisados por
dias apds o inicio dos sintomas, além de ja estar implementada na rotina de diagndstico do
Laboratdrio de Flavivirus.

Para a classificacdo da resposta imune, considera-se que titulos de 1gG menores que 160
em amostras com menos de 5 dias de doenca, titulos de IgG menores que 10240 em amostras
com 6 a 9 dias de doenca, e titulos de IgG menores que 40960 em amostras com mais de 10
dias de doencga indicam resposta imune priméaria. Enquanto titulos de IgG maiores ou iguais a
160 em amostras com menos de 5 dias de doenga, titulos de IgG maiores ou iguais a 10240 em
amostras com 6 a 9 dias de doenca, e titulos de 1IgG maiores que 40960 em amostras com mais

de 10 dias de doenca indicam resposta imune secundaria (Tabela 5.1).

Tabela 5.1-Titulos de 1gG e numero de dias apds o inicio dos sintomas para classificacdo da

resposta imune

N° dias ap6s o inicio dos sintomas

<5 dias 6-9 dias > 10 dias Resposta imune
) <160 < 10240 < 40960 Primaria
Titulos de 1gG L
> 160 >10240 > 40960 Secundaria

Fonte: Miagostovich e colaboradores (1999).

No presente trabalho, titulos de IgG menores que 160 indicaram resposta imune
priméria, enquanto titulos de 1gG maiores ou iguais a 160 indicaram resposta imune secundéria,

uma vez que as amostras variaram de 0 a 5 dias de doenca.
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5.3.2 — Pesquisa do antigeno NS1

O teste imunoenzimatico Platelia™ Dengue NS1 Ag-ELISA (Bio-Rad Laboratories,
Marnes La Coquette, France) foi utilizado para detec¢do do antigeno NS1, em funcédo de ser
um ensaio de ELISA de captura de antigeno para deteccdo da glicoproteina NS1 da dengue que
permite um diagndstico precoce de infec¢fes agudas, primarias e secundarias, com alta
especificidade.

A realizacdo do teste foi precedida pelo tratamento térmico das amostras de DENV-4
para dissociacdo de imunocomplexos antigeno NS1-anticorpo e, a posteriori, a quantificacdo

dos titulos de NS1 presentes nas amostras (antigenemia) teve inicio.

5.3.2.1 — Dissociacdo do imunocomplexo antigeno NS1- anticorpo (Ag-Ac)

Devido a possibilidade de resultados falso negativos pela producgéo de imunocomplexos
formados pelo antigeno NS1 e os anticorpos anti-NS1 descritos na literatura em casos de
infeccdo por DENV-4, todas as amostras de DENV-4 do presente trabalho foram submetidas a
tratamento térmico de forma a promover a dissocia¢do do imunocomplexo (Lima et al., 2014).

Brevemente, 50ul do soro foram adicionados a 100ul de agua livre de RNA/DNA
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA); os tubos foram imersos em agua fervente (100°C) por 5
minutos. O método utilizado foi descrito anteriormente por Schiipbach e colaboradores (1996),
e modificado por Lima e colaboradores (2014).

5.3.2.2 — Platelia™ Dengue NS1 Ag-ELISA (Bio-Rad Laboratories, Marnes La Coquette,
France)

O teste Platelia™ Dengue NS1 Ag-ELISA consiste em um imunoensaio enzimatico de
microplaca one-step formato sanduiche para deteccdo qualitativa e semiquantitativa do
antigeno NS1 no soro ou plasma humanos. Foi utilizado de acordo com o0 ensaio
imunoenzimatico de microplaca para detectar o antigeno NS1 do DENV em soro humano. Os
pocos da microplaca sdo revestidos com anticorpos monoclonais anti-NS1 purificados de
camundongo (MADb) para captura e revelacao.

Brevemente, reagentes e amostras foram deixados em temperatura ambiente para
aquecer. Foram distribuidos 50ul de diluente de amostra em todos os orificios da placa ja
sensibilizada com anticorpos anti-NS1 ndo-especificos e purificados de camundongo. Em
seguida, 50ul dos controles e das amostras foram adicionados em cada orificio respectivo,
respeitando o protocolo. Apos a adicdo de 100ul de conjugado em cada orificio, a placa foi
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coberta e incubada por 90 minutos a 37°C. Utilizando o tampé&o de lavagem fornecido com o
kit, a placa foi lavada seis vezes, recebendo, em seguida, 160l de substrato em cada orificio.
Coberta e protegida da luz, a placa foi incubada em camara umida por 30 minutos em
temperatura ambiente. Se o antigeno NS1 estivesse presente na amostra, 0 imunocomplexo
MADb-NS1-MAb/peroxidase se formaria. A presenca de imunocomplexos foi demonstrada pelo
desenvolvimento de coloracdo azulada pela reacdo utilizando 3, 3', 5, 5' tetrametilbenzidina
como substrato. A reacdo com o desenvolvimento de cor foi parada pela adicdo de 100ul de
NH>SOa.

A densidade dtica (DO) foi determinada através da leitura por meio de um
espectrofotobmetro com um filtro de comprimento de onda de 450 a 620nm. Os controles
negativo e positivo, e o calibrador, fornecidos com o kit, foram utilizados em todas as placas
para validacdo do ensaio. O titulo de NS1 referente a quantidade da proteina ndo-estrutural 1
presente em cada amostra foi determinado por meio da comparacdo da DO da amostra com a
DO do ponto de corte dos soros controles. O valor do ponto de corte correspondeu a média do
valor das DO dos calibradores em duplicata. O resultado de cada amostra foi expresso pela
razéo entre a DO obtida na amostra e o valor do ponto de corte, sendo considerado positivo
quando essa razdo era igual ou superior a 1,0, negativa quando inferior a 0,5, e inconclusiva
quando igual ou superior a 0,5 e inferior a 1,0. Para a reacdo ter sido valida, o ponto de corte
deveria ser maior que 0,2, a razdo entre a DO do controle negativo e o ponto de corte deveria
ser menor que 0,4, e a razdo entre a DO do controle positivo e o ponto de corte deveria ser

maior que 1,5.

5.3.3 — Antigenemia da NS1

Modificacdes no teste comercial Platelia™ foram realizadas para a determinagéo da
antigenemia da NS1. As placas utilizadas foram fornecidas com o kit e, portanto, todos os
orificios estavam sensibilizados com anticorpos anti-NS1 ndo-especificos e purificados de
camundongo. As amostras agudas de soro foram descongeladas em temperatura ambiente do
laboratério (21-22°C). Em seguida, 80l do diluente, que vem com o kit, foram adicionados a
todos os pogos. Os pogos A2 até Al2 receberam 20ul do soro. Os pogos Al, B1, Cl e D1
receberam, respectivamente, 20ul do controle negativo, calibradores em duplicata e controle
positivo. Diluicdes seriadas de base 5 (1:5 até 1:78125) foram feitas nas amostras de soro,
transferindo e homogeneizando 20ul, a partir da linha A, e desprezando os 20ul finais
homogeneizados apos a Ultima linha da diluicdo. Seguindo as orientagdes do fabricante, 100l

do conjugado diluido foram adicionados e a placa foi incubada em cadmara Umida por 90
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minutos a 37°C. Apoés a placa ter sido lavada seis vezes com tampdo de lavagem (fornecido
com o kit), 160pl do substrato foram adicionados em cada poco e a placa foi incubada por 30
minutos, protegida da luz, em temperatura ambiente.

A presenca de imunocomplexos foi demonstrada pelo desenvolvimento de coloracdo
azulada. A reacdo enzimatica foi parada com a adi¢do de 100 pl de NH2SO4. A DO foi obtida
através da leitura por meio de espectrofotdmetro com comprimento de onda de 450 a 620nm.

A quantidade de antigeno NS1 presente em uma amostra de soro individual foi
determinada pela razdo entre a DO da amostra e o ponto de corte, 0 qual € determinado pela
média dos calibradores; os titulos de dilui¢cdo foram positivos quando a razdo entre a DO e 0
ponto de corte era igual ou superior a 1,0.

5.4 - REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE EM TEMPO REAL (gqRT-PCR)

Para a quantificagdo da viremia, foi utilizada a QRT-PCR, uma vez que essa técnica
detecta e quantifica 0 RNA viral de uma amostra de forma sensivel e especifica, permitindo o
acompanhamento da amplificacdo em tempo real de até 96 amostras simultaneamente, além do
sistema ser totalmente automatizado, o que evita a contaminacdo das amostras (de Aradujo,
2009).

Os iniciadores e sondas utilizados eram do “CDC DENV-1-4 Real-Time RT-PCR Assay
for Detection and Serotype lIdentification of Dengue Virus”, desenvolvido pelo Centers for
Disease Control and Prevention (CDC), com o equipamento LineGene 9600 (Hangzhou Bioer
Technology Co. Ltd, BIOER, Binjiang District, China).

O RNA das amostras de soro mantido nos freezers a 70°C negativos foram extraidos
utilizando-se QIAmp Viral Kit (Qiagen, INc., Valencia, EUA), de acordo com o protocolo
descrito pelo fabricante, para a realizacdo da gRT-PCR.

A curva-padrdo foi construida a partir do cultivo em células VERO de DENV-1, 2, 3 e
4, com titulo de 1084t PFU/mI, 105" PFU/ml, 10%%> PFU/ml e 108% PFU/mI, respectivamente.
O cultivo celular foi realizado no Laboratério de Transmissores de Hematozoarios
(LATHEMA), IOC/FIOCRUZ. Foram utilizados 140 ul para extracdo do RNA. Os virus foram
titulados por ensaio de placa, e gentilmente cedidos para o desenvolvimento do presente
trabalho. Dilui¢fes seriadas de base 10 foram realizadas a partir do RNA viral dos virus em
cultivo celular. Foram utilizados cinco pontos de diluigdo para a construcdo da curva-padréo.
As amostras do estudo foram testadas em duplicata.

Para obtencdo da carga viral utilizada na reacdo final, alguns célculos foram aplicados.

A partir da carga viral em PFU/ml dos virus empregados na curva-padrédo (por exemplo DENV-
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1, 1084 PFU/mI), foram calculados a quantidade de RNA, em PFU, em 140pul (1,4 x 1054
PFU/140pul), e o volume utilizado para a extracdo de RNA e que foi eluido em 60ul ao final do
processo de extragdo. Com o volume de RNA da amostra que foi empregado na reagéo (2,5ul)
e a quantidade de RNA, em PFU, presente nos 60l eluidos (1,4 x 10%4 PFU/60uI), foi
calculada a quantidade de PFU por reacéo (5,8333 x 103! PFU/reacdo).

Foram utilizados o Reaction Mix e a enzima Super Script 111 RT/ Platinum Tag Mix do
kit Super Script® Il Platinum® One-Step Quantitative RT-PCR System do fabricante
Invitrogen (EUA) para a quantificacdo do RNA viral das 328 amostras estudadas (64 DENV-
1, 63 DENV-2 linhagem I, 66 linhagem Il do DENV-2, 68 DENV-3 e 67 DENV-4) e da curva-
padrdo. Os volumes do RNA das amostras e da curva-padrdo, bem como os volumes dos
reagentes (6,25l de Reaction Mix 2X, 2,77ul de H20, 0,23ul da sonda a 1nM, 0,25ul de cada
iniciador a 5nM e 0,25ul da enzima Super Script Il1 RT/ Platinum Tag Mix) foram reduzidos
em relacdo ao protocolo recomendado pelo fabricante ap6s a realizagcdo de testes de
padronizacdo, sendo empregados 2,5ul de RNA viral e 10pl da mistura final dos reagentes.

Foram utilizados os iniciadores e sondas do CDC DENV 1-4 Real-Time RT-PCR Assay
(CDC, Dengue Branch, San Juan, Puerto Rico) para a quantificacdo da carga viral das amostras
do estudo e das amostras da curva-padrdo de cada reagdo. O ensaio empregou iniciadores e
sondas de hidrolise duplamente marcadas (TagMan®). As sondas para DENV-1,2, 3 e 4 eram
marcadas, respectivamente, com os fluoroforos 3’FAM, 3’HEX, 3’TexRed e 3’Cy5. Os
pardmetros de termociclagem obedeceram as orientacGes do fabricante: um ciclo de 30 minutos
a 50°C para transcricdo do RNA, um ciclo de 2 minutos a 95°C para ativacdo da enzima, 45
ciclos de 15 segundos a 95°C e 1 minuto a 60°C para anelamento e extensdo respectivamente.

As reacdes de gRT-PCR ocorreram no equipamento LineGene 9600 (Hangzhou Bioer
Technology Co., Ltd, Pequim, China). As reacGes foram absolutas e quantitativas. A quantidade
em PFU presente em cada uma das cinco dilui¢fes de DENV 1-4 na curva-padrao foi informada
ao software do equipamento, delimitando a carga viral minima e maxima do virus padrdo para
a obtencao da carga viral de cada amostra do estudo. Os resultados foram obtidos utilizando o
threshold automatico, estabelecido pelo equipamento. As curvas-padrdo de cada reacdo
obtiveram eficiéncia de 80% a 100%.

Os resultados foram expressos em log de cdpias por mililitro (log copias/ml). Os niveis
de viremia foram expressos em Log10 no software estatistico SPSS 21.0, de forma a tornar os

valores mais proximos de uma distribuicdo Gaussiana.
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6 — ANALISE ESTATISTICA

Os softwares estatisticos R e SPSS Statistics 21.0, e o software de planilha eletrénica Excel
(Pacote Office 2016), foram empregados para 0 processamento e analise de dados.

A relacdo entre a varidvel desfecho gravidade da dengue e as demais varidveis
explicativas (sexo, faixa etaria, resposta imune, nimero de dias de doenca, sorotipo,
antigenemia da NS1 e viremia) foi testada por meio do teste Qui-quadrado, com significancia
em p<0,05 e/ou teste exato de Fisher (caselas com menos de 5 casos). As relagdes significativas
com p<0,2 foram selecionadas para constru¢do de modelos de regressdo logistica univariada
com obtencéo da estimativa do risco (odds ratio, OR). Os modelos univariados cujo p-valor
<0,05 foram selecionados para entrar no processo de modelagem multivariada. O modelo final
foi obtido para aquelas variaveis com p<0,05 e a OR obtida para cada uma.

A relacédo entre as varidveis antigenemia da NS1 e viremia, ambas como desfecho, e as
demais variaveis explicativas (sexo, faixa etaria, resposta imune, nimero de dias de doenca e
sorotipo) foi testada por meio do teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney, com significancia em
p<0,05. E a relagdo entre a variavel antigenemia da NS1 e a varidvel viremia foi testada pela

correlacdo de Spearman, por tratarem-se de variaveis continuas ndo normais.

54



7—-RESULTADOS
7.1-ESTUDO 1

O estudo 1 teve como objetivo analisar possiveis associacdes existentes entre 0s
desfechos apresentacdo clinica dos pacientes infectados por DENV, antigenemia da NS1 e
viremia, e as variaveis relacionadas ao hospedeiro (sexo, faixa etaria e resposta imune) e ao
virus (nimero de dias de doenca, sorotipo infectante, antigenemia da NS1 e viremia).

Os dados socio-demogréaficos dos pacientes do estudo e 0s sinais e sintomas estao decritos
nas tabelas 7.1 e 7.2 respectivamente.

A tabela 7.3 mostra que as variaveis faixa etaria, nimero de dias de doenca e sorotipo
apresentaram associacdo com a apresentacdo clinica dos pacientes infectados por DENV
(p<0,05), enquanto as variaveis sexo, resposta imune € sorotipo apresentaram associacao com
a antigenemia da NS1 (p<0,05).

As variaveis sexo, faixa etaria, resposta imune, nimero de dias de doenga e sorotipo

evidenciaram associacdo com a viremia produzida pelo DENV(p<0,05).
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Tabela 7.1-Caracteristicas socio-demograficas dos pacientes e parametros clinicos

Variaweis N=262 (%)
Demogaficas DSSA DCSA/DG Total
Sexo
Masculino 72 (43,9) 41 (41,8) 113 (43,1)
Feminino 92 (56,1) 57 (58,2) 149 (56,9)
Total 164 (100,0) 98 (100,0) 262 (100,0)
Faixa etaria
Criancas (< 12 anos) 10 (6,5) 10 (10,6) 20 (8,1)
Jovens (13-19 anos) 8(52) 14 (15,0) 22 (8,9)
Adultos (20-59 anos) 123 (79,9) 68 (72,3) 191 (77,0)
Idosos (=60 anos) 13(8,4) 221 15 (6,0)
Ausentes 14
Total 154 (100,0) 94 (100,0) 248 (100,0)
Clinicas
Resposta imune
Primérias 103 (62,8) 60 (61,2) 163 (62,2)
Secundarias 61 (37,2) 38(38,8) 99 (37,8)
Total 164 (100,0) 98 (100,0) 262 (100,0)
N. dias de doenca
0-1 49 (29,9) 21 (214 70 (26,7)
2-3 84 (51,2) 45 (45,9) 129 (49,2)
4-5 31(18,9) 32(32,7) 63 (24,0)
Total 164 (100,0) 98 (100,0) 262 (100,0)
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Tabela 7.2-Sinais e sintomas observados nos pacientes com dengue

Sinais/sintomas
Alteragdo SNC
Anorexia
Avrtralgia

Astenia

Cefaleia

Choque

Diarreia

Dor abdominal
Dor retro-orbitéria
Epistaxe
Bxantema

Febre
Hematémese
Hemorragia
Hipotenséo
Lombalgia
Mialgia

Nausea

Nausea/ vomito
Obito

Parestesia
Petéquias
Prostracéo

Prova do laco negativa
Prova do lago positiva
Sangramento
Vomito

DSSA

61

73

70

130

22

78

16
113

41
111
66

99

39

N=262
DCSA/DG
3
68
69
55
106

31
84
16
24
96

40
93
68
13

92

34
57

Total

129
142
125
236

65
36
162
16
40
209

81
204
134

20

15

191

34
96
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Tabela 7.3-Associacfes entre 0s desfechos apresentacdo clinica, antigenemia da NS1 e viremia e as variaveis do estudo para DENV
VIREMIA DENV

APRESENTACAO CLINICA DENV

ANTIGENEMIA DENV

Variaveis DSSA % DCSA/DG % Total % p-valor OR(IC) ORay Total % p-valor Total % p-valor
Sexo 0,786 0,019 0,027
Feminino 92 56,1 57 58,2 149 56,9 118 56,2 137 57,8
Masculino 72 439 41 418 113 431 92 438 100 422
Total 164 100,0 98 100,0 262 100,0 210 100,0 237 100
Faixa etéria*" <0,001 0,429 0,002
1 10 6,5 10 10,6 20 8,1 1 1 15 75 19 8,5
13-19 8 52 14 14,9 22 8,9 1,75 (0,5-6,01) 1,68(0,46-6,05) 19 95 20 9,0
20-59 123 79,9 68 72,3 191 77,0 0,55 (0,21-1,39) 0,49(0,18-1,31) 152 76,4 172 771
>60 13 84 2 21 15 6,0 0,15 (0,02-0,86)  0,10(0,01-0,64) 13 6,5 12 54
Total 154 100,0 94 100,0 248 100,0 199 100,0 223 100,0
Resposta imune 0,827 0,001 <0,0001
Inf. Primaria 103 62,8 60 61,2 163 62,2 154 733 146 61,6
InF. Secundaria 61 37,2 38 388 99 378 56 26,7 91 384
Total 164 100,0 98 100,0 262 100,0 210 100,0 237 100,0
NUmero de dias de doenca 0,033 0,086 0,001
0-1 49 29,9 21 21,4 70 26,7 1 1 54 257 68 287
2-3 84 51,2 45 459 129 49,2 1,25(0,66-2,33) 1,30(0,66-2,55) 105 50,0 115 485
4-5 3 18,9 32 327 63 24,0 2,40(1,18-4,90) 2,97(1,35-6,56) 51 24,3 54 22,8
Total 164 100,0 98 100,0 262 100,0 210 100,0 237 100,0
Sorotipo 0,025 <0,0001 <0,0001
DENV-1 46 28,0 18 18,4 64 244 1 1 64 30,5 51 215
DENV-2 45 274 18 18,4 63 24,0 1,02 (0,47-2,21) 1,22(0,54-2,73) 33 15,7 55 232
DENV-3 34 20,7 34 34,7 68 26,0 2,55 (1,24-5,26)  2,73(1,24-6,01) 62 29,5 66 278
DENV-4 39 238 28 28,6 67 25,6 1,83 (0,88-3,80) 2,27(1,04-4,94) 51 243 65 274
Total 164 100,0 98 100,0 262 100,0 210 100,0 237 100,0
Antigenemia da NS1** 0,101 NA 0,627
Total 133 100,0 77 100,0 210 100,0 NA NA 188 100,0
Viremia*** 0,752 0,627 NA
Total 146 100 91 100 237 100 188 100,0 NA NA

*Constamapenas o0s pacientes com informacéo quanto a idade nas fichas epidemiolégicas. # A idade dos pacientes variou de 2 a 81 anos, com média igual a 33,4 anos.**Constam apenas as amostras positivas

para o teste Platelia.***Constamapenas as amostras que formaram curva de amplificagéo.
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7.1.1 — Apresentacao clinica do Estudo 1

A variavel desfecho apresentacéo clinica foi analisada em comparagdo com as variaveis
sexo, faixa etaria, resposta imune, nimero de dias de doenca, sorotipo, antigenemia da NS1 e
viremia. Entre estas, apenas as variaveis faixa etaria (p-valor <0,001), nimero de dias de doenca
(p-valor=0,033) e sorotipo (p-valor=0,025) foram estatisticamente significativas (p<0,05),
como mostrado na tabela 7.3.

Em relacdo a variavel faixa etéria, é importante destacar que a idade dos pacientes (2-
81 anos) foi estratificada nas seguintes categorias: <12, 13-19, 20-59 e >60 anos. Nao havia
informacdo quanto a idade em 14 fichas epidemioldgicas. Pelo modelo univariado, ainda que a
associacao estatistica ndo tenha sido significativa, os pacientes com 13 a 19 anos apresentaram
chance 75% maior (OR=1,75; 1C:0,5-6,01) de desenvolver sinais de alerta/dengue grave em
relacdo aqueles com idade igual ou inferior a 12 anos. E ss pacientes entre 20 e 59 anos
apresentaram chance 45% menor (OR=0,55; 1C:0,21-1,39) de desenvolver sinais de alerta em
relacdo aqueles com idade igual ou inferior a 12 anos (associacao estatistica ndo significativa).
Os pacientes com idade igual ou superior a 60 anos apresentaram chance significativa 85%
menor (OR=0,15; 1C:0,02-0,86) de desenvolver sinais de alerta em relacdo aqueles com idade
igual ou inferior a 12 anos.

No que se refere a variavel nimero de dias de doenca, foi observada uma relagéo ordinal
entre esta variavel e o desfecho apresentacdo clinica, mostrando que o maior nimero de dias de
doenca aumenta a chance de os sinais de alerta serem observados. Pelo modelo univariado, a
presenca de sinais de alerta/dengue grave foi 2,4 vezes mais frequentemente observada
(OR=2,40; IC:1,18-4,90) nos pacientes com 4 a 5 dias de doenca em relacdo aquelescom0Oa 1
de doenga. Ainda que a associacdo ndo tenha sido significativa, os pacientes com 2 a 3 dias de
doenga apresentaram chance 25% maior (OR=1,25; 1C:0,66-2,33) de apresentar sinais de
alerta/dengue grave em relacdo aqueles com 0 a 1 dia de doenca.

No que concerne aos sorotipos, pelo modelo univariado, os pacientes infectados pelo
DENV-3 apresentaram chance significativa 2,5 vezes maior (OR=2,55; 1C:1,24-5,26) de
desenvolver sinais de alerta/dengue grave em relacdo aqueles com DENV-1. Ainda que a
associacdo estatistica ndo tenha sido significativa, ndo houve aumento da chance de desenvolver
sinais de alerta para pacientes com DENV-2 (OR=1,02; 1C:0,47-2,21) em relagdo aqueles com
DENV-1; e os pacientes com DENV-4 apresentaram chance 83% maior (OR=1,83; IC:0,88-
3,80) de desenvolver dengue com sinais de alerta/dengue grave em relagdo aqueles com DENV-

1 (sem significancia estatistica).

59



Com relacdo a variavel antigenemia da NS1, ndo foi observada associa¢do com a
apresentacdo clinica (p-valor=0,101). Contudo, houve uma tendéncia de antigenemia mais alta
nos pacientes sem sinais de alerta em relagdo aos pacientes com sinais de alerta. O grupo DSSA
(n=133) apresentou niveis de NS1 que variaram de 5 a 78125, com mediana igual a 3125
(IQR:625-78125). O grupo DCSA/DG (n=77) apresentou niveis de NS1 que variaram de 5 a
78125, com mediana igual a 3125, mas com IQR compreendido entre 125 e 15625 (Figura 7.1.).
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Figura 7.1-Niveis circulantes de NS1 em pacientes apresentando DSSA [n=133, mediana=3125
(IQR:625-78125)] e DCSA/DG [n=77, mediana=3125 (IQR:125-15625)] (p-valor=0,101).
Caixas mostram valores das medianas (linhas horizontais nas caixas), 25-75% variagdo do
intervalo interquartilico (IQR) (limites superior e inferior na caixa), 95% de intervalo de

confianca. p<0,05 foi considerado significativo.

No que se refere a variavel viremia, apesar de ndo ter sido observada relacéo estatistica
significativa com o desfecho apresentacgdo clinica (p-valor=0,752), viremia discretamente mais
alta foi observada nos pacientes sem sinais de alerta [n=146, mediana=2,03 log copias/ml
(IQR:0,11-3,16 log cdpias/ml)] em relacdo aos pacientes com sinais de alerta/dengue grave
[n=91, mediana=1,67 log copias/ml (IQR:0,50-2,43 log cdpias/ml)] (Figura 7.2).
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Figura 7.2-Carga viral em pacientes apresentando DSSA [n=146, mediana=2,03 log copias/ml
(IQR:0,11-3,16 log copias/ml)] e DCSA/DG [n=91, mediana=1,67 log cépias/ml (IQR:0,50-
2,43 log copias/ml)] (p-valor=0,752). Caixas mostram valores das medianas (linhas horizontais
nas caixas), 25-75% variacdo do intervalo interquartilico (IQR) (limites superior e inferior na

caixa), 95% de intervalo de confianca. p<0,05 foi considerado significativo.

O ajustamento pelo modelo multivariado mostrou que as variaveis significantes nos
modelos univariados mantiveram a significancia e, portanto, permaneceram no modelo final. O
modelo final explicando a gravidade da dengue foi composto por faixa etaria, nimero de dias
de doengca e sorotipo.

Pelo modelo multivariado, pode-se afirmar que o fator de risco para dengue grave foi
aumentando a medida que a idade diminuia: pacientes com idade igual ou superior a 60 anos
apresentaram chance significativa 90% menor (OR=0,10; 1C:0,01-0,64) de desenvolver sinais
de alerta/dengue grave em relagdo aqueles com idade igual ou inferior a 12 anos. Ainda que
sem significancia estatistica, os pacientes de 20 a 59 anos apresentaram chance 51% menor
(OR=0,49; 1C:0,18-1,31) de desenvolver sinais de alerta/dengue grave em relacdo aqueles com

idade igual ou inferior a 12 anos; e os pacientes de 13 a 19 anos apresentaram chance 68%
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maior (OR=1,68; 1C:0,46-6,05) de desenvolver sinais de alerta/dengue grave em relacéo
aqueles com idade igual ou inferior a 12 anos (sem significancia estatistica).

Foi estabelecida uma relacdo ordinal entre 0 nimero de dias de doenca e a apresentacao
clinica da dengue, mostrando claramente que o maior nimero de dias de doenca aumenta a
chance de observarmos os sinais de alerta/dengue grave nos pacientes. Ainda que sem
significancia estatistica, os sinais de alerta/dengue grave tiveram chance 30 % maior de serem
observados nos pacientes com 2 a 3 dias de doenca, enquanto os sinais de alerta/dengue grave
tiveram chance significativa 2,9 vezes maior de serem observados nos pacientes com 4 a 5 dias
de doenca (2-3 dias, OR=1,30; 1C:0,66-2,55 e 4-5 dias, OR=2,97; I1C:1,35-6,56).

Os sorotipos 3 e 4 (OR=2,27; 1C:1,04-4,94) permaneceram significativamente
associados ao desenvolvimento de sinais de alerta/dengue grave, com énfase na OR observada
para DENV-3 (2,73, 1C:1,24-6,01), aumentada em relacdo ao modelo univariado, segundo a
qgual os pacientes infectados pelo sorotipo 3 apresentaram chance 2,7 vezes maior de
desenvolver sinais de alerta/dengue grave em relacdo aqueles infectados pelo sorotipo 1.

7.1.2 — Antigenemia da NS1

A variavel desfecho antigenemia da NS1 foi analisada em comparagdo com as variaveis
sexo, faixa etéria, resposta imune, nimero de dias de doenga, sorotipo e viremia. Entre estas,
apenas as variaveis sexo (p-valor=0,019), resposta imune (p-valor=0,001) e sorotipo (p-
valor<0,0001) foram significativas, como mostrado na tabela 7.3.

Em relacdo a varidvel sexo, os homens [n=92, mediana=3125 (IQR:625-62500)]
apresentaram niveis de NS1 discretamente mais altos que as mulheres [n=118, mediana=3125
(IQR:100-15625)] (p-valor=0,019) (Figura 7.3).
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Figura 7.3-Niveis circulantes de NS1 em pacientes do sexo feminino [n=118, mediana=3125
(IQR:100-15625)] e masculino [n=92, mediana=3125 (IQR:625-62500)] (p-valor=0,019).
Caixas mostram valores das medianas (linhas horizontais nas caixas), 25-75% varia¢do do
intervalo interquartilico (IQR) (limites superior e inferior na caixa), 95% de intervalo de

confianca. p<0,05 foi considerado significativo.

No que se refere a variavel resposta imune, os pacientes com infeccdo primaria [n=154,
mediana=3125 (IQR:625-15625)] apresentaram niveis mais altos de NS1 circulante em relacdo
aos pacientes com infecgdo secundéria [n=56, mediana=625 (IQR:25-62500)] (p-valor=0,001)
(Figura 7.4).
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Figura 7.4-Niveis circulantes de NS1 em pacientes com infeccdo primaria [n=154,
mediana=3125 (IQR:625-15625)] e secundaria [n=56, mediana=625 (IQR:25-62500)] (p-
valor=0,001). Caixas mostram valores das medianas (linhas horizontais nas caixas), 25-75%
variacdo do intervalo interquartilico (IQR) (limites superior e inferior na caixa), 95% de

intervalo de confianga. p<0,05 foi considerado significativo.

No que concerne aos sorotipos, niveis de NS1 circulantes mais elevados foram
observados nos pacientes infectados por DENV-3 [n=62, mediana=15625 (IQR:3125-78125)],
seguido por DENV-1 [n=64, mediana=3125 (IQR:625-15625)], DENV-2 [n=33,
mediana=3125 (IQR:625-78125)] ou DENV-4 [n=51, mediana=25 (IQR:5-125)] (p-
valor<0,0001) (Figura 7.5).
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Figura 7.5-Niveis circulantes de NS1 em pacientes com infeccdo por DENV-1 [n=64,
mediana=3125 (IQR:625-15625)], DENV-2 [n=33, mediana=3125 (IQR:625-78125)], DENV-
3 [n=62, mediana=15625 (IQR:3125-78125)] ou DENV-4 [n=51, mediana=25 (IQR:5-125)]
(p-valor<0,0001). Caixas mostram valores das medianas (linhas horizontais nas caixas), 25-
75% variacdo do intervalo interquartilico (IQR) (limites superior e inferior na caixa), 95% de

intervalo de confianga. p<0,05 foi considerado significativo.

7.1.3 — Viremia

O desfecho viremia foi analisado em comparacdo com as variaveis sexo, faixa etaria,
resposta imune, nimero de dias de doenca e sorotipo. Entre estas, com exce¢do da variavel
antigenemia da NS1, houve evidéncia de associacdo com todas as demais variaveis: sexo (p-
valor=0,027), faixa etaria (p-valor=0,002), resposta imune (p-valor<0,0001), nimero de dias
de doenca (p-valor=0,001) e sorotipos (p-valor<0,0001), como mostrado na tabela 7.3.

Em relacdo a varidvel sexo, € importante destacar que as mulheres apresentaram viremia
discretamente mais alta [n=137, mediana=1,97 log copias/ml (IQR:0,50-3,08 log cdpias/ml)]
em relacdo aos homens [n=100, mediana=1,67 log copias/ml (IQR:0,09-2,67 log copias/ml)]
(p-valor=0,027) (Figura 7.6).
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Figura 7.6-Carga viral em pacientes do sexo feminino [n=137, mediana=1,97 log copias/ml
(IQR:0,50-3,08 log copias/ml)] e masculino [n=100, mediana=1,67 log copias/ml (IQR:0,09-
2,67 log copias/ml)] (p-valor=0,027). Caixas mostram valores das medianas (linhas horizontais
nas caixas), 25-75% variacao do intervalo interquartilico (IQR) (limites superior e inferior na

caixa), 95% de intervalo de confianca. p<0,05 foi considerado significativo.

No que se refere a faixa etéria, os pacientes com idade igual ou superior a 60 anos
apresentaram valores de viremia discretamente mais altos [n=12, mediana=2,73 log cépias/ml
(IQR:1,45-4,36 log copias/ml)] em relacdo aos pacientes de 20 a 59 anos [n=172, mediana=2,01
log copias/ml (IQR:0,31-3,05 log copias/ml)], 13 a 19 anos [n=20, mediana=1,39 log copias/ml
(IQR:0,34-3,18 log copias/ml)] e pacientes com idade igual ou inferior a 12 anos [n=19,
mediana=0,73 log copias/ml (IQR:-1,05-2,21 log copias/ml) (p-valor=0,002) (Figura 7.7).
Houve 14 pacientes sem registro de idade na ficha epidemioldgica.
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Figura 7.7-Carga viral em pacientes com idade < 12 anos [n=19, mediana=0,73 log copias/ml
(IQR:-1,05-2,21 log cdpias/ml)], de 13-19 anos [n=20, mediana=1,39 log copias/ml (IQR:0,34-
3,18 log cdpias/ml)], de 20-59 anos [n=172, mediana=2,01 log copias/ml (IQR:0,31-3,05 log
copias/ml)] ou com idade >60 anos [n=12, mediana=2,73 log cdpias/ml (IQR:1,45-4,36 log
copias/ml)] (p-valor=0,002). Caixas mostram valores das medianas (linhas horizontais nas
caixas), 25-75% variacdo do intervalo interquartilico (IQR) (limites superior e inferior na

caixa), 95% de intervalo de confianca. p<0,05 foi considerado significativo.

No que se refere ao tipo de resposta imune, os pacientes com infeccao primaria [n=146,
mediana=2,22 log cépias/ml (IQR:1,40-3,18 log copias/ml)] apresentaram carga viral maior
que pacientes com infec¢do secundéria [n=91, mediana=0,18 log cdpias/ml (IQR:-1,04-2,25 log
copias/ml)] (p-valor<0,0001) (Figura 7.8).
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Figura 7.8-Carga viral em pacientes com infeccdo primaria [n=146, mediana=2,22 log
copias/ml (1QR:1,40-3,18 log copias/ml)] ou com infec¢do secundaria [n=91 mediana=0,18 log
copias/ml (IQR:-1,04-2,25 log copias/ml)] (p-valor<0,0001). Caixas mostram valores das
medianas (linhas horizontais nas caixas), 25-75% variacdo do intervalo interquartilico (IQR)
(limites superior e inferior na caixa), 95% de intervalo de confianca. p<0,05 foi considerado

significativo.

No que se refere ao numero de dias de doenga, foi observada uma relacéo inversa e
significativa com a viremia (p=0,001), porém muito fraca (-0,20): a medida que o nimero de
dias de doenga aumentava, a carga viral diminuia [0-1 dias, mediana=2,25 log copias/ml (IQR:
0,59-3,22 log copias/ml); 2-3 dias, mediana=2,01 log copias/ml (IQR:0,26-3,13 log cdpias/ml);
4-5 dias, mediana=1,34 log copias/ml (IQR:-0,42-2,48 log copias/ml)] (p-valor=0,001) (Figura
7.9).
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Figura 7.9-Carga viral em pacientes com 0-1 dia de doenga [n=68, mediana=2,25 log copias/ml
(IQR: 0,59-3,22 log copias/ml)], 2-3 dias de doenga [n=115, mediana=2,01 log copias/ml
(IQR:0,26-3,13 log copias/ml)] ou 4-5 dias de doenga [n=54, mediana=1,34 log cdpias/ml
(IQR:-0,42-2,48 log copias/ml)] (p-valor=0,001). p<0,05 foi considerado significativo.

Quanto aos sorotipos, 0 DENV-4 apresentou niveis discretamente mais altos de viremia
[n=65, mediana=2,76 log cépias/ml (IQR:1,33-3,50 log copias/ml)] em relacdo ao DENV-1
[n=51, mediana=2,21 log cépias/ml (IQR:1,82-2,77 log copias/ml)], ao DENV-3 [n=66,
mediana=2,15 log copias/ml (IQR:0,70-3,15 log copias/ml)] e ao DENV-2 [n=55, mediana= -
0,84 log copias/ml (IQR:-1,77-0,26 log cépias/ml)] (p-valor<0,0001) (Figura 7.10).
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Figura 7.10-Carga viral em pacientes com infec¢do por DENV-1 [n=51, mediana=2,21 log
copias/ml (IQR:1,82-2,77 log cépias/ml)], DENV-2 [n=55, mediana= -0,84 log cdpias/ml
(IQR:-1,77-0,26 log copias/ml)], DENV-3 [n=66, mediana=2,15 log copias/ml (IQR:0,70-3,15
log copias/ml)] ou DENV-4 [n=65, mediana=2,76 log coépias/ml (IQR:1,33-3,50 log

copias/ml)] (p-valor<0,0001). Caixas mostram valores das medianas (linhas horizontais nas

caixas), 25-75% variacdo do intervalo interquartilico (IQR) (limites superior e inferior na

caixa), 95% de intervalo de confianca. p<0,05 foi considerado significativo.
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7.2—-ESTUDO 2

O estudo 2 teve como objetivo analisar possiveis associacfes existentes entre 0s
desfechos apresentacdo clinica dos pacientes infectados por DENV-1, DENV-2, DENV-3 ou
DENV-4, antigenemia da NS1 e viremia produzidas por cada sorotipo, e as variaveis
relacionadas ao hospedeiro (sexo, faixa etéaria e resposta imune) e ao virus (numero de dias de
doenga, sorotipo infectante, antigenemia da NS1 e viremia).

Os dados socio-demogréaficos dos pacientes do estudo relacionadas aos sorotipos
infectantes de DENV e os sinais e sintomas estdo decritos nas tabelas 7.4 e 7.5 respectivamente.

A tabela 7.6 mostra que a varidvel antigenemia da NS1 teve associacdo com a
apresentacdo clinica dos pacientes infectados por DENV-1 (p<0,05). A tabela 7.7 mostra que a
variavel resposta imune apresentou associacdo com a viremia do DENV-2. A tabela 7.8 mostra
que as variaveis resposta imune e nimero de dias de doenga apresentaram associagdo com a
antigenemia da NS1 para DENV-3, assim como as variaveis faixa etaria e nimero de dias de
doencga apresentaram associacdo com a viremia produzida pelo sorotipo 3. A tabela 7.9 mostra
que apenas a varidvel nimero de dias de doenca apresentou associacdo com a viremia do
DENV-4.
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Tabela 7.4-Caracteristicas socio-demograficas dos pacientes relacionadas aos sorotipos infectantes de DENV e parametros clinicos

Variawis DENV-1 DENV-2 DENV-3 DENV-4 Total
N=64 (%) N=63 (%) N=68 (%) N=67 (%) N=262 (%)
DSSA DCSA/DG  Total DSSA DCSA/DG  Total DSSA DCSA/DG  Total DSSA DCSA/DG  Total DSSA DCSA/DG  Total

Demogaéficas
Sexo

Masculino 26(565) 9(500) 35(54,7) 20(444) 12(66,7) 32(50,8) 16(471) 15(44,1) 31(456) 10(256) 5(179) 15(224) 72(439) 41(418) 113(431)

Feminino 20(435) 9(50,00 29(45,3) 25(556) 6(333) 31(492) 18(52,9) 19(559) 37(544) 29(744) 23(821) 52(776) 92(56,1) 57(582) 149(56,9)
Total 46 (100,0) 18(100,0) 64 (100,0) 45(100,0) 18(100,0) 63(100,0) 34(100,0) 34(100,0) 68(100,0) 39(100,0) 28(100,0) 67(100,0) 164 (100,0) 98(100,0) 262 (100,0)
Faixa etaria

Criangas (< 12 anos) 2(4,4) 2(111) 4(6,3) 5(11,6) 0 5(8,2) 1(34) 5(16,7) 6(10,2) 2(54) 3(10,7) 5(7,7) 10(655 10(106) 20(81)

Jovens (13-19 anos) 1(2,2) 3(16,7) 4(6,3) 2(4,7) 1(5,6) 3(4,9) 2(6,9) 5(16,7) 7119 3(81) 5(17,9 8(12,3) 8(52) 14(150) 22(89)

Adultos (20-59 anos) 40(89,0) 13(72,2) 53(841) 33(76,7) 17(944) 50(820) 22(759) 19(63,3) 41(695) 28(757) 19(67,8) 47(723) 123(79,9) 68(72,3) 191(77,0)

Idosos (=60 anos) 2(44) 0 232 3(7,0) 0 3(4,9) 4(13,8) 1(3,3) 5(85) 4(10,8) 1(3,6) 5(7,7) 13(8,4) 2(21) 15 (6,0)

Ausentes 1 2 9 2 14
Total 45(100,0) 18(100,0) 63(100,0) 43(100,0) 18(100,0) 61(100,0) 29(100,0) 30(100,0) 59(100,0) 37(100,0) 28(100,0) 65(100,0) 154 (100,0) 94(100,0) 248 (100,0)
Clinicas
Resposta imune

Priméarias 46 (100,0) 18(100,0) 64(100) 12(26,7) 3(16,7) 15(238) 27(794) 23(676) 50(735) 18(46,2) 16(57,1) 34(50,7) 103(62,8) 60(61,2) 163(62,2)

Secundarias 0 0 0(0) 33(733) 15(833) 48(762) 7(206) 11(324) 18(265) 21(538) 12(429) 33(49,3) 61(37,2) 38(388) 99(37,8)
Total 46 (100,0) 18(100,0) 64 (100,0) 45(100,0) 18(100,0) 63(100,0) 34(100,0) 34(100,0) 68(100,0) 39(100,0) 38(100,0) 67(100,0) 164 (100,0) 98(100,0) 262 (100,0)
N. dias de doenca

0-1 13(283) 4(222) 17(266) 14(311) 5(278) 19(302 4(119) 5(14,7) 9(132) 18(46,2) 7(250) 25(37,3) 49(299) 21(214) 70(26,7)

2-3 20(434) 6(333) 26(406) 24(533) 9(50,0) 33(524) 22(647) 16(471) 38(559 18(462) 14(500) 32(47,8) 84(51,2) 45(459) 129(49,2)

4-5 13(283) 8(445) 21(328) 7(156) 4(222) 11(175 8(235 13(382) 21(30,9) 3(7,6) 7(250) 10(149) 31(189) 32(327) 63(24,0)
Total 46 (100,0) 18(100,0) 64(100,0) 45(100,0) 18(100,0) 63(100,0) 34(100,0) 34(100,0) 68(100,0) 39(100,0) 28(100,0) 67(100,0) 164 (100,0) 98(100,0) 262 (100,0)
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Tabela 7.5-Sinais e sintomas observados nos pacientes com dengue em relacdo aos sorotipos de DENV

DENV-1 DENV-2 DENV-3 DENV-4 Total

N=64 (%) N=63 (%) N=68 (%) N=67 (%) N=262 (%)
Sinais/sintomas DSSA DCSA/DG  Total DSSA DCSA/DG  Total DSSA DCSA/DG  Total DSSA DCSA/DG  Total DSSA DCSA/DG Total
Alteragdo SNC 0 0 0 0 0 0 0 2 2 0 1 1 0 3 3
Anorexia 24 23 47 18 16 34 15 21 36 4 8 12 61 68 129
Artralgia 25 25 50 17 17 34 20 18 38 11 9 20 73 69 142
Astenia 27 25 52 21 11 32 14 9 23 8 10 18 70 55 125
Cefaleia 34 27 61 36 22 58 27 29 56 33 28 61 130 106 236
Choque 0 0 0 0 7 7 0 2 2 0 0 0 0 9 9
Diarreia 6 13 19 5 8 13 8 13 21 3 9 12 22 43 65
Dor abdominal 0 0 0 2 2 4 2 3 5 1 26 27 5 31 36
Dor retro-orbitaria 27 26 53 19 17 36 17 21 38 15 20 35 78 84 162
Epistaxe 0 5 5 0 1 1 0 10 10 0 0 0 0 16 16
BExantema 5 6 11 3 9 12 6 6 12 2 3 5 16 24 40
Febre 16 17 33 30 20 50 32 31 63 35 28 63 113 9 209
Hematémese 0 1 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0
Hemorragia 0 1 1
Hipotenséo 0 1 1
Lombalgia 22 18 40 6 8 14 8 5 13 5 9 14 41 40 81
Mialgia 29 25 54 31 22 53 29 28 57 22 18 40 111 93 204
Nausea 24 23 47 17 4 21 14 19 33 11 22 33 66 68 134
Nausea/ vomito 0 0 0 0 11 11 7 2 9 0 0 0 7 13 20
obito 0 0 0 0 0 0 0 3 3 0 0 0 0 3 3
Parestesia 2 2 4 2 1 3 3 4 7 0 1 1 7 8 15
Petéquias 0 0 0 2 2 4 2 2 4 0 1 1 4 5 9
Prostracao 24 25 49 27 19 46 27 25 52 21 23 44 99 92 191
Prova do lago 0 0 0 4 1 5 0 0 0 0 1 1 4 2 6
negativa
Prova do laco 0 0 0 6 0 6 0 1 1 1 1 2 7 2 9
positiva
Sangramento 0 14 14 0 5 5 0 13 13 0 2 2 0 50 50
\Vomito 15 22 37 8 4 12 7 18 25 9 13 22 39 57 96
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Tabela 7.6-AssociacOes entre os desfechos apresentacdo clinica, antigenemia da NS1 e viremia e as variaveis do estudo para DENV-1

APRESENTAGAO CLINICA DENV-1

ANTIGENEMIA DENV-1

VIREMIA DENV-1

Variaveis DSSA % DCSA/DG % Total % p-valor OR(IC) ORay n % p-valor n % p-valor
Sexo 0,689 0,508 0,370
Feminino 20 435 9 50,0 29 453 29 453 23 451
Masculino 26 56,5 9 50,0 35 54,7 35 54,7 28 54,9
Total 46 100,0 18 100,0 64 100,0 64 100,0 51 100
Faixa etaria** 0,101 0,052 0,355
2 44 2 11,1 4 6,3 4 6,3 4 8,0
<12
13-19 1 2,2 3 16,7 4 6,3 4 6,3 4 8,0
20-59 40 88,9 13 72,2 53 84,1 53 84,1 41 82,0
>60 2 44 0 0,0 2 32 2 32 1 2,0
Total 45 100,0 18 100,0 63 100,0 63 100,0 50 100,0
Resposta imune NA NA NA
Infeccéo primaria 46 100,0 18 100,0 64 100,0 64 100,0 51 100,0
Infeccdo secundaria 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0
Total 46 100,0 18 100,0 64 100,0 64 100,0 51 100,0
Numero de dias de doenga 0,463 0,602 0,506
0-1 13 28,3 22,2 17 26,6 17 26,6 16 31,4
2-3 20 435 333 26 40,6 26 40,6 23 451
4-5 13 28,3 44,4 21 328 21 32,8 12 235
Total 46 100,0 18 100,0 64 100,0 64 100,0 51 100,0
Antigenemia da NS1** 0,030 NA 0,487
Total 46 100,0 18 100,0 64 100,0 NA NA 51 100,0
Viremia*** 0,477 0,487 NA
Total 35 100,0 16 100,0 51 100,0 51 100,0 NA NA

NA-N&o se aplica. *Constam apenas 0s pacientes cominformacao quanto a idade nas fichas epidemioldgicas. # A idade dos pacientes variou de 2 a 62 anos, com média igual a 31 anos.**Constam

apenas as amostras positivas para o teste Platelia. ***Constam apenas as amostras que formaram curva de amplificacéo.
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Tabela 7.7-AssociacOes entre os desfechos apresentacdo clinica, antigenemia da NS1 e viremia e as variaveis do estudo para DENV-2
APRESENTAGAO CLINICA DENV-2

ANTIGENEMIA DENV-2

VIREMIA DENV-2

Variaveis DSSA % DCSA/DG % Total %  p-valor OR (IC) ORay n % p-valor n %  p-valor
Sexo 0,111 0,823 0,648
Feminino 25 55,6 6 333 3 49,2 1,0 15 455 28 50,9
Masculino 20 444 12 66,7 32 50,8 2,5(0,79-7,83) 18 54,5 27 49,1
Total 45 100,0 18 100,0 63 100,0 33 100,0 55 100,0
Faixa etaria*” 0,278 0,632 0,367
<12 11,6 0 0,0 5 8,2 4 12,1 4 7,5
13-19 47 1 5,6 3 49 0 0,0 3 57
20-59 33 76,7 17 94,4 50 82,0 26 78,8 44 83,0
>60 3 7,0 0 0,0 3 49 3 91 2 38
Total 43 100,0 18 100,0 61 100,0 33 100,0 53 100,0
Resposta imune 0,400 0,463 0,015
Infeccdo primaria 12 26,7 3 16,7 15 238 14 42,4 12 21,8
Infeccdo secundaria 33 73,3 15 83,3 48 76,2 19 57,6 43 78,2
Total 45 100,0 18 100,0 63 100,0 33 100,0 55 100,0
NUmero de dias de doenga 0,818 0,539 0,342
0-1 14 31,1 278 19 30,2 10 30,3 18 32,7
2-3 24 533 50,0 33 52,4 17 515 26 473
45 7 15,6 22,2 11 175 6 18,2 11 20,0
Total 45 100,0 18 100,0 63 100,0 33 100,0 55 100,0
Antigenemia da NS1** 0,447 NA 0,602
Total 26 100,0 7,00 10,00 33 100,0 NA NA 27 100,0
Viremia*** 0,362 0,602 NA
Total 40 100,0 15 100,0 55 100,0 27 100,0 NA NA

NA-N4o se aplica.*Constamapenas 0s pacientes com informagéo quanto & idade nas fichas epidemiolGgicas. # A idade dos pacientes variou de 7 a 81 anos, com média igual a 34,3

anos. **Constamapenas as amostras positivas para o teste Platelia. ***Constam apenas as amostras que formaram curva de amplificacéo.
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Tabela 7.8-AssociacOes entre os desfechos apresentacdo clinica, antigenemia da NS1 e viremia e as variaveis do estudo para DENV-3
APRESENTA(;AO CLINICA DENV-3

ANTIGENEMIA DENV-3

VIREMIA DENV-3

Variaveis DSSA % DCSA/DG % Total % p-valor OR (IC) ORAa; n % p-valor n % p-valor
Sexo 0,808 0,237 0,435
Feminino 18 52,9 19 55,9 37 54,4 35 56,5 35 53,0
Masculino 16 47,1 15 44,1 31 45,6 27 43,5 31 47,0
Total 34 100,0 34 100,0 68 100,0 62 100,0 66 100
Faixa etaria*" 0,114 0,898 0,001
<12 34 16,7 10,2 1,0 4 74 10,5
13-19 6,9 16,7 11,9 0,50 (0,03-7,45) 7 13,0 10,5
20-59 22 759 19 63,3 41 69,5 0,17 (0,01-1,61) 38 70,4 41 71,9
>60 4 13,8 1 33 5 8,5 0,05 (0,00-1,07) 5 93 4 7,0
Total 29 100,0 30 100,0 59 100,0 54 100,0 57 100,0
Resposta imune 0,272 0,012 0,113
Infeccdo priméria 27 794 23 67,6 50 735 47 75,8 50 758
Infeccdo secundaria 7 20,6 11 32,4 18 26,5 15 24,2 16 24,2
Total 34 100,0 34 100,0 68 100,0 62 100,0 66 100,0
NUmero de dias de doenga 0,325 0,035 0,013
0-1 4 11,8 5 14,7 9 13,2 8 12,9 9 13,6
23 22 64,7 16 471 38 55,9 37 59,7 36 54,5
4-5 8 235 13 38,2 21 30,9 17 27,4 21 31,8
Total 34 100,0 34 100,0 68 100,0 62 100,0 66 100,0
Antigenemia da NS1** 0,648 NA 0,093
Total 33 100,0 29 100,0 62 100,0 NA NA 60 100,0
Viremia*** 0,442 0,093 NA
Total 3 100,0 33 100,0 66 100,0 60 100,0 NA NA

NA-N&o se aplica. *Constamapenas 0s pacientes com informagéo quanto a idade nas fichas epidemioldgicas. # A idade dos pacientes variou de 2 a 74 anos, com média igual a 33,9 anos.**Constam
apenas as amostras positivas para o teste Platelia.***Constam apenas as amostras que formaram curva de amplificag&o.
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Tabela 7.9-Associac6es entre 0s desfechos apresentacdo clinica, antigenemia da NS1 e viremia e as variaveis do estudo para DENV-4
APRESENTACAO CLINICA DENV-4

ANTIGENEMIA DENV-4 VIREMIA DENV-4

Variaveis DSSA % DCSA/DG % Total % p-valor OR(IC) ORa; n % p-valor n % p-valor
Sexo 0,451 0,650 0,416
Feminino 29 74,4 23 82,1 52 77,6 39 76,5 51 78,5
Masculino 10 25,6 5 17,9 15 224 12 23,5 14 215
Total 39 100,0 28 100,0 67 100,0 51 100,0 65 100,0
Faixa etaria*” 0,386 0,650 0,407
<12 54 3 10,7 5 7,7 6,1 5 79
13-19 8,1 5 17,9 8 12,3 16,3 7 111
20-59 28 75,7 19 67,9 47 72,3 35 71,4 46 73,0
>60 4 10,8 1 36 5 7.7 3 6,1 5 79
Total 37 100,0 28 100,0 65 100,0 49 100,0 63 100,0
Resposta imune 0,375 0,185 0,346
Infeccdo primaria 18 46,2 16 57,1 34 50,7 29 56,9 33 50,8
Infeccdo secundéria 21 53,8 12 42,9 33 49,3 22 43,1 32 49,2
Total 39 100,0 28 100,0 67 100,0 51 100,0 65 100,0
NUmero de dias de doenga 0,071 0,608 <0,0001
0-1 18 46,2 7 250 25 37,3 1 19 37,3 25 385
2-3 18 46,2 14 50,0 32 478 2,0 (0,65-6,11) 25 49,0 30 46,2
4-5 3 1,7 7 25,0 10 14,9 6,0 (1,19-30,01) 7 13,7 10 154
Total 39 100,0 28 100,0 67 100,0 51 100,0 65 100,0
Antigenemia da NS1** 0,410 NA 0,875
Total 28 100,0 23 100,0 51 100,0 NA NA 50 100,0
Viremia*** 0,443 0,875 NA
Total 38 100,0 27 100,0 65 100,0 50 100,0 NA NA

NA-N&o se aplica. *Constam apenas 0s pacientes com informacgdo quanto a idade nas fichas epidemioldgicas. # A idade dos pacientes variou de 6 a 73 anos, com média igual a 34,4
anos.**Constam apenas as amostras positivas para o teste Platelia. ***Constam apenas as amostras que formaram curva de amplificac&o
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7.2.1 — Apresentacdo clinica do estudo 2

A variavel desfecho apresentacéo clinica foi analisada em comparagdo com as variaveis
sexo, faixa etaria, resposta imune, nimero de dias de doenca, sorotipo, antigenemia da NS1 e
viremia. Entre estas, apenas a varidvel antigenemia da NS1 foi significativa, para DENV-1,
como mostrado nas tabelas 7.6, 7.7, 7.8 e 7.9.

Em relacdo ao sexo, apesar de ndo haver significancia estatistica (p-valor=0,111), o
DENV-2 mostrou chance 2,5 vezes maior (OR=2,5; 1C:0,79-7,83) dos homens desenvolverem
sinais de alerta/dengue grave em relagdo as mulheres. Esse valor poderia indicar uma associagao
real, mas a reducdo brusca no niamero amostral pode ter retirado a possibilidade de significancia
estatistica (de 262 casos nas analises com DENV no estudo 1 para 63 casos nas analises com
DENV-2 no estudo 2).

Em relacdo a faixa etéria, € importante destacar que ndo havia informacéo quanto a idade
em: 1) uma ficha epidemioldgica referente a infeccdo por DENV-1; 2) duas fichas
epidemioldgicas referentes a infec¢do por DENV-2; 3) nove fichas epidemioldgicas referentes
a infeccdo por DENV-3; e 4) duas fichas epidemiolodgicas referentes a infeccdo por DENV-4.

Quanto aos pacientes infectados pelo DENV-1, ainda que o p-valor tenha sido
significativo para analise univariada (p-valor=0,101), a relacdo entre a gravidade da dengue e a
faixa etaria nao foi confirmada pela regressao logistica (p=1.0 no intercepto do modelo). Esse
valor pode indicar uma n&o associagdo real, mas a redu¢do no nimero amostral pode ter retirado
a possibilidade de significancia estatistica (de 262 casos na analise com DENV no estudo 1 para
64 casos na analise com DENV-1 no estudo 2). No que se refere ao DENV-3, 0s pacientes com
idade igual ou inferior a 12 anos tiveram chance 50% maior (OR=0,50;IC:0,03-7,45) de
apresentar sinais de alerta/dengue grave em relacdo aqueles de 13 a 19 anos, 83% maior
(OR=0,17;1C:0,01-1,61) em relacdo aqueles de 20 a 59 anos, e 95% maior (OR=0,05;IC:0,00-
1,07) em relacéo aqueles com idade igual ou superior a 60 anos, ainda que nenhuma associacéo
tenha tido significancia estatistica. Sendo assim, a redugdo da idade aumentou a chance de
gravidade, porém sem significancia. Contudo, apesar do p-valor ter sido significativo para a
analise univariada, a estimativa do risco ndo teve significancia estatistica para nenhuma
associacdo. Existe uma indicacdo de uma tendéncia que pode ser real. Talvez a significancia
pudesse ter sido encontrada caso o nimero amostral tivesse sido maior.

No que se refere a variavel resposta imune nos pacientes infectados pelo DENV-1,
nenhuma medida de associacdo foi calculada, haja vista que 100% das infecgOes por esse

sorotipo sdo primarias.
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Em relacdo a variavel nimero de dias de doenga quanto ao DENV-4 (p-valor=0,071),
pela analise univariada, os pacientes com 4 a 5 dias de doenca tiveram chance significativa 6
vezes maior (OR=6,0; 1C:1,19-30,01) de apresentar sinais de alerta/dengue grave em relacéo
aqueles com 0 a 1 dia de doenca. Ainda que sem significancia estatistica, os pacientes com 2 a
3 dias de doenca tiveram chance 2 vezes maior (OR=2,0; 1C:0,65-6,11) de apresentar sinais de
alerta/dengue grave em relacdo aqueles com 0 a 1 dia de doenca. A relacdo parece ser
evidenciada mesmo com a reducdo de quatro vezes, aproximadamente, do nUmero amostral (de
262 casos no estudo 1 para 67 casos no estudo 2), o que poderia levar a perda de significancia
nas associac¢fes. Os dados mostram uma associagao positiva forte entre o aumento do nimero
de dias de doenga com o aumento na gravidade, com significancia estatistica, o que faz com
que essa associacao seja possivelmente real dentro do estudo.

Em relacdo a variavel antigenemia da NS1, é importante destacar que DENV-1 foi o
Unico sorotipo que apresentou associacdo com a apresentacdo clinica (p-valor=0,030),
mostrando titulos de NS1 mais altos nos pacientes sem sinais de alerta/dengue grave. O grupo
DSSA com DENV-1 apresentou niveis de NS1 que variaram de 25 a 78125, com mediana igual
a 3125 (IQR:625-31250). O grupo DCSA/DG apresentou niveis de NS1 que variaram de 5 a
78125, com mediana igual a 3125 (IQR:625-3125).

No que se refere ao DENV-2, ndo foi observada relacdo estatistica significativa entre
antigenemia da NS1 e apresentacéo clinica (p-valor=0,447). O grupo DSSA apresentou niveis
de NS1 que variaram de 125 a 78125, com mediana igual a 3125 (IQR:625-78125). O grupo
DCSA/DG apresentou niveis de NS1 que variaram de 625 a 78125, com mediana igual a 3125
(IQR:625-3125).

Quanto ao DENV-3, ndo foi observada relacdo estatistica significativa entre
antigenemia da NS1 e apresentacdo clinica (p-valor=0,648). O grupo DSSA apresentou niveis
de NS1 que variaram de 25 a 78125, com mediana igual a 15625 (IQR:9375-78125). O grupo
DCSA/DG apresentou niveis de NS1 que variaram de 125 a 78125, com mediana igual a 15625
(IQR:3125-78125).

Quanto ao DENV-4, ndo foi observada relacdo estatistica significativa entre
antigenemia da NS1 e apresentacdo clinica (p-valor=0,410). O grupo DSSA apresentou niveis
de NS1 que variaram de 5 a 15625, com mediana igual a 25 (IQR:5-125). O grupo DCSA/DG
apresentou niveis de NS1 que variaram de 5 a 15625, com mediana igual a 25 (IQR:25-125)
(Figura 7.11).

79



20000 46

7 122

* ™= +* * =
64 37 52
—
=]
ey
L
=
=
@ {0000
=
wm
=
=5
=
=
=t
1
F e
= 40000
=
w
(]
—
W
=
)
£ ~ooooH
E 198 248
% - %
a
> 209
-
L
197 20
214%
- i BB ] o
199
] T
DSSA DCSADG

Soratipo
infectante
W DEMY -1
B DoENY-2
Openw-3
W DENY-4

Figura 7.11-Niveis circulantes de NS1 em pacientes infectados por DENV-1 [DSSA n=46,
mediana=3125 (IQR:625-31250); DCSA/DG n=18, mediana=3125 (IQR:625-3125)] (p-
valor=0,030), DENV-2 [DSSA n=26, mediana=3125 (IQR:625-78125); DCSA/DG n=7,
mediana=3125 (IQR:625-3125)] (p-valor=0,447), DENV-3 [DSSA n=33, mediana=15625
(IQR:9375-78125); DCSA/DG n=29, mediana=15625 (IQR:3125-78125)] (p-valor=0,648) ou
DENV-4 [DSSA n=28, mediana=25 (IQR:5-125); DCSA/DG n=23, mediana=25 (IQR:25-

125)] (p-valor=0,410). p<0,05 foi considerado significativo.

Com relacdo a variavel viremia, ndo foi observada associacdo estatisticamente

significativa com a apresentacdo clinica para os sorotipos 1 (p-valor=0,477), 2 (p-valor=0,362),

3 (p-valor=0,442) ou 4 (p-valor=0,443). A distribuigdo da carga viral nos grupos DSSA e

DCSA/DG por sorotipo encontra-se na figura 7.12.
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Figura 7.12-Carga viral em pacientes infectados por DENV-1 [DSSA n=35, mediana=2,26 log
copias/ml (IQR:2,01-3,08 log copias/ml); DCSA/DG n= 16, mediana=2,07 log copias/ml
(IQR:1,67-2,36 log copias/ml)] (p-valor=0,477), DENV-2 [DSSA n=40, mediana=-0,84 log
copias/ml (IQR:-1,92-0,22 log copias/ml); DCSA/DG n=15, mediana=-0,91 log cépias/ml
(IQR:-1,17-0,79 log copias/ml)] (p-valor=0,362), DENV-3 [DSSA n=33, mediana=2,32 log
copias/ml (IQR:0,76-3,32 log cdpias/ml); DCSA/DG n=33, mediana=1,74 log copias/ml
(IQR:0,55-2,80 log cdpias/ml)] (p-valor=0,442) ou DENV-4 [DSSA n=38, mediana=3,13 log
copias/ml (IQR:1,50-4,32 log copias/ml); DCSA/DG n=27, mediana=1,88 log cdpias/ml
(IQR:0,81-3,28 log copias/ml)] (p-valor=0,443). p<0,05 foi considerado significativo.

7.2.2 — Antigenemia da NS1

A variavel desfecho antigenemia da NS1 foi analisada em comparagdo com as variaveis
sexo, faixa etéaria, resposta imune, nimero de dias de doenca, sorotipo e viremia. As tabelas 7.6,
7.7,7.8e7.9 mostram que DENV-3 foi 0 Unico sorotipo que apresentou relagdo com o desfecho
antigenemia da NS1: observamos associagdo com as variaveis resposta imune e nimero de dias
de doenca.

No que se refere a variavel resposta imune, é importante destacar que 0s pacientes com
infecgdo primaria [mediana=15625 (IQR:3125-78125), valor minimo 625 e valor maximo

78125] por DENV-3 apresentaram titulos discretamente mais altos de NS1 circulante em
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relacdo aos pacientes com infeccdo secundaria [mediana=15625 (IQR:125-78125), valor

minimo 25 e valor maximo 78125] (p-valor=0,012) (Figura 7.13).
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Figura 7.13-Niveis circulantes de NS1 em pacientes infectados por DENV-3 com infeccéo
priméria [n=47, mediana=15625 (IQR:3125-78125)] ou com infeccdo secundaria [n=15,
mediana=15625 (IQR:125-78125)] (p-valor=0,012). Caixas mostram valores das medianas
(linhas horizontais nas caixas), 25-75% variacdo do intervalo interquartilico (IQR) (limites
superior e inferior na caixa), 95% de intervalo de confianga. p<0,05 foi considerado

significativo.

Em relagdo a variavel nimero de dias de doenca, foi estabelecida uma relagéo
significativa e ordinal com a antigenemia da NS1 quanto ao DENV-3, mostrando que a
antigenemia da NS1 aumenta a medida que o nimero de dias aumenta (dia 0-1, mediana=3125
(IQR:875-12500); dias 2-3, mediana=15625 (IQR:9375-78125); dias 4-5, mediana=78125
(IQR:15625-78125] (p-valor=0,035) (Figura 7.14).
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Figura 7.14-Niveis circulantes de NS1 em pacientes infectados por DENV-3 com 0-1 dia de
doenga [n=8, mediana=3125 (IQR:875-12500)], com 2-3 dias de doenca [n=37,
mediana=15625 (IQR:9375-78125)] ou com 4-5 dias de doenca [n=17, mediana=78125
(IQR:15625-78125)] (p-valor=0,035). Caixas mostram valores das medianas (linhas
horizontais nas caixas), 25-75% variacdo do intervalo interquartilico (IQR) (limites superior e

inferior na caixa), 95% de intervalo de confianga. p<0,05 foi considerado significativo.

7.2.3 = Viremia

O desfecho viremia foi analisado em comparacdo com as variaveis sexo, faixa etaria,
resposta imune, nimero de dias de doenca e sorotipo. Entre estas, DENV-2 mostrou associacéo
apenas com a variavel resposta imune (Tabela 7.7), DENV-3 mostrou associacdo com faixa
etaria e nimero de dias de doenca (Tabela 7.8), e DENV-4 mostrou associagdo apenas com
namero de dias de doenca (Tabela 7.9).

Em relacdo a variavel faixa etéria, € importante ressaltar que os pacientes infectados
pelo DENV-3 e com idade igual ou superior a 60 anos apresentaram viremia discretamente
maior [mediana=3,63 log copias/ml (IQR:2,19-4,80 log copias/ml)], seguindo-se 0s pacientes
de 20 a 59 anos [mediana=2,31 log copias/ml (IQR:1,33-3,24 log copias/ml)], 13 a 19 anos

[mediana=0,85 log copias/ml (IQR:0,13-2,94 log copias/ml)] e pacientes com idade igual ou
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inferior a 12 anos [mediana=0,43 log copias/ml (IQR:-1,09-2,18 log cdpias/ml)] (p-

valor=0,001) (Figura 7.15). Houve 9 pacientes sem registro de idade na ficha epidemioldgica.

&,0000-]

4,0000-

T L
2,0000]

Viremia DENV-3 (log copiasiml)

0000

-2,0000

1 T 1
=12 13-19 20-59 ==50

Figura 7.15-Carga viral em pacientes com idade < 12 anos [n=6, mediana=0,43 log copias/ml
(IQR:-1,09-2,18 log copias/ml)], de 13-19 anos [n=6, mediana=0,85 log copias/ml (IQR:0,13-
2,94 log cdpias/ml)], de 20-59 anos [n=41, mediana=2,31 log cdpias/ml (IQR:1,33-3,24 log
copias/ml)] ou com idade >60 anos [n=4, mediana=3,63 log copias/ml (IQR:2,19-4,80 log
copias/ml)] (p-valor=0,001). Caixas mostram valores das medianas (linhas horizontais nas
caixas), 25-75% variacdo do intervalo interquartilico (IQR) (limites superior e inferior na

caixa), 95% de intervalo de confianca. p<0,05 foi considerado significativo.

No que se refere a variavel resposta imune, os pacientes infectados pelo DENV-2 com
infeccdo priméria [mediana=-0,07 log cépias/ml (IQR:-0,97-0,98 log copias/ml)] apresentaram
viremia discretamente mais alta que pacientes com infec¢do secundaria [mediana= -1,04 log
copias/ml (IQR:-1,95-0,02)] (p-valor=0,015) (Figura 7.16).
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Figura 7.16-Carga viral em pacientes infectados por DENV-2 com infec¢do primaria [n=12,
mediana=-0,07 log copias/ml (IQR:-0,97-0,98 log cdpias/ml)] ou com infeccdo secundaria
[n=43, mediana=-1,04 log copias/ml (IQR:-1,95-0,02 log cépias/ml)] (p-valor=0,015). Caixas
mostram valores das medianas (linhas horizontais nas caixas), 25-75% variacao do intervalo
interquartilico (IQR) (limites superior e inferior na caixa), 95% de intervalo de confianca.

p<0,05 foi considerado significativo.

No que se refere a variavel nimero de dias de doenca, a viremia encontrada em pacientes
com 0 a 1 dia de doenca infectados pelo DENV-3 [mediana=2,34 log cépias/ml (IQR:2,30-3,43
log cdpias/ml)] ou pelo DENV-4 [mediana=3,20 log copias/ml (IQR:1,51-4,39 log copias/ml)]
apresentou-se mais alta em relacdo aos pacientes com 2 a 3 dias [DENV-3, mediana=2,23 log
copias/ml (IQR:0,74-3,40 log copias/ml) e DENV-4, mediana=2,70 log copias/ml (IQR:1,50-
3,55 log copias/ml)] e 4 a 5 dias de doenca [DENV-3, mediana=1,26 log copias/ml (IQR:0,30-
2,41 log copias/ml) e DENV-4, mediana=1,43 log cépias/ml (IQR:0,50-2,12 log copias/ml)]
(DENV-3 p-valor=0,013 e DENV-4 p-valor<0,0001) (Figuras 7.17 e 7.18).
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Figura 7.17-Carga viral em pacientes infectados por DENV-3 com 0-1 dia de doenga [n=9,
mediana=2,34 log copias/ml (IQR:2,30-3,43 log copias/ml)], com 2-3 dias de doenca [n=36,
mediana=2,23 log cépias/ml (IQR:0,74-3,40 log copias/ml)] ou com 4-5 dias de doenca [n=21,
mediana=1,26 log copias/ml (IQR:0,30-2,41 log copias/ml)] (p-valor=0,013). Caixas mostram
valores das medianas (linhas horizontais nas caixas), 25-75% variagdo do intervalo
interquartilico (IQR) (limites superior e inferior na caixa), 95% de intervalo de confianca.

p<0,05 foi considerado significativo.
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Figura 7.18-Carga viral em pacientes infectados por DENV-4 com 0-1 dia de doenga [n=25,
mediana=3,20 log cépias/ml (IQR:1,51-4,39 log copias/ml)], com 2-3 dias de doenca [n=30,
mediana=2,70 log cépias/ml (IQR:1,50-3,55 log copias/ml)] ou com 4-5 dias de doenca [n=10,
mediana=1,43 log cépias/ml (IQR:0,50-2,12 log copias/ml)] (p-valor<0,0001). Caixas mostram
valores das medianas (linhas horizontais nas caixas), 25-75% variagdo do intervalo
interquartilico (IQR) (limites superior e inferior na caixa), 95% de intervalo de confianca.

p<0,05 foi considerado significativo.
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7.3—ESTUDO 3

No estudo 3, foram analisadas 63 amostras da linhagem | do DENV-2, de 1990 a 2001,
referentes ao periodo que circulou apenas a linhagem | do DENV-2 (1990 a 2007), e que fizeram
parte dos estudos 1 e 2, e 66 amostras da linhagem Il do DENV-2, de 2007 a 2011, referentes
ao periodo que circulou apenas a linhagem Il do DENV-2 (a partir de 2007). Essas amostras
foram selecionadas objetivando estudar o comportamento das linhagens | e Il do DENV-2
guanto a apresentacdo clinica da doenca e a viremia, como desfechos, e quanto as variaveis
sexo, faixa etaria, resposta imune e nimero de dias de doenca.

Os dados sécio-demograficos dos pacientes do estudo relacionadas aos sorotipos
infectantes de DENV e 0s sinais e sintomas estdo decritos nas tabelas 7.10 e 7.11 respectivamente.

A tabela 7.12 mostra que a linhagem Il do DENV-2 apresentou associacao entre as
variaveis faixa etaria e nimero de dias de doenga com relacdo a varidvel desfecho apresentagédo
clinica, e apenas entre a varidvel nimero de dias de doenca e a variavel desfecho viremia.

A tabela 7.13 compara as linhagens | e Il do DENV-2 com relacdo aos valores
encontrados para as associagfes entre o desfecho viremia e as variaveis apresentacéo clinica,
sexo, faixa etaria, resposta imune e nimero de dias de doenca. A linhagem | do DENV-2

apresentou associacdo apenas entre a reposta imune e o desfecho viremia.
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Tabela 7.10-Caracteristicas socio-demogréaficas e parametros clinicos dos pacientes relacionadas as linhagens | e 11 do DENV-2

Variaweis DENV-2 Linhagem | DENV-2 Linhagem I Total
N=63 (%) N=66 (%) N=129 (%)
DSSA DCSA/DG Total DSSA DCSA/DG Total DSSA DCSA/DG Total

Demogaficas
Sexo

Masculino 20 (44.4) 12 (66,7) 32 (50,8) 29(51,8) 6 (60,0) 35(53,0) 49 (48,5) 18 (64,3) 67 (51,9)

Feminino 25 (55,6) 6 (33,3) 31(49,2) 27 (48,2) 4 (40,0) 31 (47,0) 52 (51,5) 10 (35,7) 62 (48,1)
Total 45 (100,0) 18 (100,0) 63 (100,0) 56 (100,0) 10 (100,0) 66 (100,0) 101 (100,0)  28(100,0) 129 (100,0)
Faixa etaria

Criangas (< 12 anos) 5(11,6) 0 5(8,2) 5(10,9) 5(50,0) 10 (17,9) 10(11,2) 5(17,9) 15 (12,8)

Jovens (13-19 anos) 2(4,7) 1(5,6) 3(4,9) 5(10,9) 1(10,0) 6 (10,7) 7(7,9) 2(7,1) 9(7,7)

Adultos (20-59 anos) 33(76,7) 17 (94,4) 50 (82,0) 32 (69,6) 3(30,0) 35(62,5) 65 (73,0) 20(714) 85 (72,6)

Idosos (=60 anos) 3(7,0 0 3(4,9) 4(8,7) 1(10,0) 5(8,9) 7(7,9 1(3,6) 8(6,8)

Ausentes 2 10 12 12
Total 43 (100,0) 18 (100,0) 61 (100,0) 46 (100,0) 10 (100,0) 56 (100,0) 89 (100,0) 28(100,0) 117 (1200,0)
Clinicas
Resposta imune

Primérias 12 (26,7) 3(16,7) 15(23,8) 34 (60,7) 3(60,0) 37 (60,7) 46 (45,5) 6(26,1) 52 (41,9)

Secundarias 33(73,3) 15(83,3) 48 (76,2) 22 (39,3) 2 (40,0 24 (39,3) 55 (54,5) 17 (73,9) 72 (58,1)

Ausentes 5 5
Total 45 (100,0) 18 (100,0) 63 (100,0) 56 (100,0) 5 (100,0) 61(100,0)  101(100,0)  23(100,0) 124 (100,0)
N. dias de doencga

0-1 14 (31,1) 5(27,8) 19(30,2) 11 (19,6) 1(10,0) 12 (18,2) 25 (24,8) 6(21,4) 31 (24,0

2-3 24 (53,3) 9(50,0) 33(52,4) 36 (64,3) 2(20,0) 38(57,6) 60 (59,4) 11(39,3) 71 (55,0)

4-5 7 (15,6) 4(22,2) 11 (17,5) 9(16,1) 7(70,0) 16 (24,2) 16 (15,8) 11(39,3) 27 (20,9)
Total 45 (100,0) 18 (100,0) 63 (100,0) 56 (100,0) 10 (100,0) 66 (100,00  101(100,0)  28(100,0) 129 (100,0)
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Tabela 7.11-Sinais e sintomas observados nos pacientes com dengue, linhagens I e 11 do DENV-2

Sinais/sintomas
Alteracdo SNC
Anorexia
Aurtralgia

Astenia

Cefaleia

Choque

Diarreia

Dor abdominal
Dor retro-orbitéria
Epistaxe
BExantema

Febre
Hematémese
Hemorragia
Hipotensao
Lombalgia
Mialgia

Nausea

Nausea/ vomito
6bito

Parestesia
Petéquias
Prostracdo

Prova do laco negativa
Prova do laco positiva
Sangramento
Vomito

DSSA
0
18
17
21
36

19

30

31
17

N N O O

o O o b

DENV-2 Linhagem |
N=63
DCSA/DG
0
16
17
11
22

17

20

22

11

~ O O B

Total
0
34
34
32
58
7
13
4
36
1
12
50

14
53
21
11

46

12

DSSA
0
27
27
16
48
0
14
10
30
0
10
56
0

SN
5 N o o

M ok oR wNn o R o

DENV-2 linhagem 1l
N=66
DCSA/DG

N N B W N OO W WwN O

=
o

O P OO N O WO O O O = O O

Total
0
29
30
19
54
0
16
13
34
2
12
66

49

37

o N W

N AN O

DSSA
0
45
44
37
84
0
19
12
49
0
13
86
0

13
74
23
31

10

Total
N=129
DCSA/DG
0
18
20
14
28
7
10
5
21
3
11
30

28

17

I s

A © P b

Total
0
63
64
51
112

29
17
70

24
116

21
102
27
48

14
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Tabela 7.12-Associacdes entre os desfechos apresentagdo clinica e viremia e as variaveis do estudo para DENV-2 linhagem Il

APRESENTACAO CLINICA DENV-2 Linhagem I VIREMIA
Variaveis DSSA % DCSA/DG % Total % p-valor  OR(IC) ORAay n % p-valor
Sexo 0,739 0,476
Feminino 27 48,2 4 40,0 31 47,0 29 46,0
Masculino 29 51,8 6 60,0 35 53,0 34 54,0
Total 56 100,0 10 100,0 66 100,0 63 100,0
Faixa etaria*” 0,028 0,353
<12 10,9 5 50,0 10 17,9 1 13,2
13-19 10,9 1 10,0 6 10,7 0,20 (0,01-2,38) 11,3
20-59 32 69,6 3 30,0 35 62,5 0,09 (0,01-0,52) 35 66,0
>60 4 8,7 1 10,0 5 8,9 0,25 (0,02-3,09) 5 9,4
Total 46 100,0 10 100,0 56 100,0 53 100,0
Resposta imune** 0,975 0,848
Infeccdo primaria 34 60,7 60,0 37 60,7 34 58,6
Infecgdo secundaria 22 39,3 40,0 24 39,3 24 41,4
Total 56 100,0 100,0 61 100,0 58 100,0
NUmero de dias de doenca 0,001 0,002
0-1 1 19,6 10,0 12 18,2 1 12 19,0
2-3 36 64,3 20,0 38 57,6 0,61(0,05-7,39) 37 58,7
4-5 9 16,1 70,0 16 24,2 8,55(0,88-83,05) 14 22,2
Total 56 100,0 10 100,0 66 100,0 63 100,0
Viremia*** 0,405 NA
Total 54 100,0 9 100,0 63 100,0 NA NA

NA-N&o se aplica.*Constam apenas 0s pacientes com informacgdo quanto a idade nas fichas epidemiolégicas. # A idade dos pacientes variou de 0 (5 meses) a 78

anos, commédia igual a 30,8 anos.**Perda de amostras sem volume suficiente para a realizacdo do teste sorolégico. ***Constamapenas as amostras que fomaram

curva de amplificagdo.
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Tabela 7.13-Associagdes entre o desfecho viremia e as varidveis do estudo para as linhagens |
e Il do DENV-2

VIREMIA***
Linhagem | Linhagem I
Variaveis Total % p-valor Total % p-valor
Apresentacao clinica 0,362 0,405
DSSA 40 72,7 54 8,6
DCSA/DG 15 273 9 14,3
Total 55 100,0 63 100,0
Demograficas 0,648 0,476
Sexo
Feminino 28 50,9 29 46,0
Masculino 27 49,1 34 54,0
Total 55 100 63 100,0
Faixa etaria* 0,367 0,353
<12 4 75 7 13,2
13-19 3 57 6 11,3
20-59 44 83,0 35 66,0
>60 2 38 5 94
Total 53 100,0 53 100,0
Clinicas
Resposta imune** 0,015 0,848
Infeccdo primaria 12 218 34 58,6
Infeccdo secundaria 43 78,2 24 414
Total 55 100,0 58 100,0
NUmero de dias de doenca 0,342 0,002
0-1 18 32,7 12 19,0
2-3 26 47,3 37 58,7
4-5 11 20,0 14 22,2
Total 55 100,0 63 100,0

*Constamapenas 0s pacientes cominformagdo quanto a idade nas fichas epidemioldgicas.
**Perda de amostras sem volume suficiente para a realizagdo do teste soroldgico.
***Constamapenas as amostras que fomaram curva de amplificacdo.
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7.3.1 — Apresentacdo clinica do estudo 3

O desfecho apresentacdo clinica foi analisado em comparacdo com as variaveis sexo,
faixa etaria, resposta imune, nimero de dias de doenca e viremia. Entre estas, as variaveis faixa
etaria e nimero de dias de doenga foram significativas para a linhagem Il do DENV-2 (tabela
7.12).

Em relacdo a faixa etaria, € importante destacar que ndo havia informacao quanto a idade
em: 1) duas fichas epidemioldgicas referentes a infeccdo por DENV-2 linhagem I; e 2) dez
fichas epidemiologicas referentes a infeccdo por DENV-2 linhagem 11.

Em relacdo a variavel faixa etaria, pelo modelo univariado, € importante ressaltar que
existe claramente uma evidéncia de que a idade é um fator de risco para o desenvolvimento de
sinais de alerta/dengue grave para a linhagem Il do DENV-2 (p=0,028), dado que a reducéo da
idade leva a um aumento na chance de apresentar esses sinais. Ainda que sem significancia
estatistica, os pacientes com idade igual ou inferior a 12 anos tiveram chance 80% maior de
apresentar sinais de alerta/dengue grave em relacdo aos pacientes de 13 a 19 anos (OR=0,20;
1C:0,01-2,38), e 75% maior em relacdo aos pacientes com idade igual ou superior a 60 anos
(OR=0,25; 1C:0,02-3,09). Os pacientes com idade igual ou inferior a 12 anos tiveram chance
significativa 91% maior de apresentar sinais de alerta/dengue grave em relacdo aos pacientes
de 20 a 59 anos (OR=0,09; 1C:0,01-0,52).

No que se refere & varidvel nimero de dias de doenca, pela andlise do modelo
univariado, para a linhagem Il do DENV-2, ainda que o p-valor tenha sido significativo
(p=0,001), néo foi estabelecida associacao estatistica entre a varidvel nimero de dias de doenca
e o desenvolvimento de sinais de alerta/dengue grave. As categorias 2-3 dias de doenca
(OR=0,61, 1C:0,05-7,39) e 4-5 dias de doenga (OR=8,55, IC: 0,88-83,05) apresentaram um
longo intervalo de confianca, ndo evidenciando padrdo entre elas. Além disso, o alto valor
encontrado para a estimativa de risco da categoria 4-5 dias de doenga foi considerado um efeito
estatistico, sendo atribuido ao pequeno nimero amostral.

Foi construido um modelo multivariado com as variaveis faixa etaria e numero de dias
de doenca tendo a gravidade como desfecho para a linhagem 11 do DENV-2, contudo nao foi

observada significancia para a variavel nimero de dias de doenca.

7.3.2 — Viremia

O desfecho viremia foi analisado em comparagdo com as variaveis sexo, faixa etéria,

resposta imune e nimero de dias de doenca. Entre estas, a linhagem | do DENV-2 mostrou
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associacdo apenas com a varidvel resposta imune, e a linhagem 1l do DENV-2 mostrou
associagdo apenas com a varidvel nimero de dias de doenca (Tabela 7.13 e Figura 7.19).

No que se refere a variavel resposta imune, os pacientes infectados pelo DENV-2
linhagem | com infeccdo primaria [mediana= -0,07 log copias/ml (IQR:-0,97-0,98 log
copias/ml)] apresentaram viremia discretamente mais alta que pacientes com infeccéo
secundéria [mediana= -1,04 log copias/ml (IQR:-1,95-0,02)] (p-valor=0,015), como mostrado
na secdo 7.2.3 (Figura 7.16).

Em relacdo a variavel nimero de dias de doenca, é importante destacar que a viremia
dos pacientes infectados pela linhagem Il do DENV-2 foi diminuindo a medida que o nUmero
de dias de doenca progredia [dias 0-1, mediana=3,47 log cépias/ml (IQR:2,27-5,67 log
copias/ml); dias 2-3, mediana=1,90 log copias/ml (IQR:0,94-3,11 log copias/ml); dias 4-5,
mediana=0,85 log copias/ml (IQR:-0,78-1,91 log cdpias/ml)] (p-valor=0,002) (Figura 7.19).
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Figura 7.19-Carga viral em pacientes infectados por DENV-2 linhagem Il com 0-1 dia de
doenga [n=12, mediana=3,47 log copias/ml (IQR:2,27-5,67 log copias/ml)], com 2-3 dias de
doenca [n=37, mediana=1,90 log copias/ml (IQR:0,94-3,11 log copias/ml)] ou com 4-5 dias de
doenca [n=14, mediana=0,85 log cdpias/ml (IQR:-0,78-1,91 log cépias/ml)] (p-valor=0,002).
As barras horizontais indicam os valores das medianas e o intervalo interquartilico. Caixas
mostram valores das medianas (linhas horizontais nas caixas), 25-75% variacdo do intervalo
interquartilico (IQR) (limites superior e inferior na caixa), 95% de intervalo de confianca.

p<0,05 foi considerado significativo.
94



8 —DISCUSSAO

A dengue é uma arbovirose causada por qualquer um os quatro sorotipos do DENV. Nas
ultimas cinco décadas, vém sendo reportadas a emergéncia e a reemergéncia da dengue, com
surtos cada vez mais frequentes e de gravidade maior, em areas anteriormente ndo afetadas (Jain
etal., 2017). A dengue é uma doenca endémica em mais de 100 paises, e metade da populacéo
mundial vive em area de risco de infeccdo (WHO, 2016). Apesar da estimativa feita pela OMS
de 50-100 milhdes de infeccdes anuais, 0s humeros atuais superam os 390 milhdes devido a
vigilancia inadequada, a subnotificacdo e a classificagdes equivocadas por outras doencas
(Bhatt et al., 2013). A dengue tornou-se a maior preocupacao na saude publica mundial nos
ultimos anos, tendo um alto custo financeiro para a sociedade, principalmente em paises em
desenvolvimento (Jain et al., 2017).

Terapia antiviral especifica ainda ndo esta disponivel, o que faz com que o tratamento
seja exclusivamente sintomatico (Pang et al., 2016). O padrdo de atendimento é direcionado
para 0 monitoramento constante dos pacientes, objetivando providenciar suporte de fluido,
apropriado e em tempo habil, para evitar o desenvolvimento de choque hipovolémico
(Alexander et al., 2011; Simmons et al., 2012).

Além da importancia do diagnostico precoce da dengue, é necessario o desenvolvimento
de uma ferramenta prognostica que identifique a gravidade da doenca nos primeiros dias da
infeccdo, de modo a orientar a triagem clinica para reduzir a progressdo grave da dengue e 0
excesso de hospitalizagdo (Lee et al., 2013b; Yacoub & Wills, 2014).

Em 2009, uma classificacdo revisada para a dengue foi apresentada pela OMS, tendo
como alvo os clinicos, de modo a facilitar a identificacdo dos sinais de alerta durante a triagem,
como indicadores de possivel progressdo para a dengue grave e, com isso, estabelecer
tratamento imediato. Embora a presenca de qualquer sinal de alerta tenha sido fortemente
associada a resultados graves, apenas com esses sinais nao é possivel prever de forma
independente a progressao da doenca (Pang et al., 2016).

A grande diversidade de sinais e sintomas da dengue ainda é um desafio, particularmente
em areas endémicas, 0 que é exacerbado pela necessidade de identificacdo precoce dos
pacientes que evoluirdo para a forma grave da doenca. Até 0 momento, existe uma lacuna
quanto a identificacdo de marcadores laboratoriais precoces para a gravidade da dengue.

No estudo 1 (n=262), ndo observamos associacao da gravidade da dengue com o sexo.
O mesmo foi observado por Nunes e colaboradores (2016) e Nguyen e colaboradores (2005).
No entanto, o sexo feminino ja foi apontado como um fator de risco para a progressao da forma
grave da doenca e o 6bito em estudos com criancas (Halstead, 1970; Kabra et al., 1999; Phuong
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et al., 2004; Anders et al., 2011). Em Singapura, 25% (146/596) das mulheres apresentaram
maior risco de ter dengue grave (Carrasco et al., 2014). Em um estudo que acompanhou a co-
circulacdo dos sorotipos 1, 2 e 3 no estado do Rio de Janeiro de 2000 a 2001, os autores
observaram que todos 0s sorotipos produziram uma incidéncia maior em adultos jovens, mas
DENV-3 infectou mais homens jovens (32,8% ou 22/67, n=411) (De Simone et al., 2004).

Acredita-se que diferencas fisioldgicas e imunoldgicas existentes entre homens e
mulheres poderiam explicar as particularidades entre os sexos (Whitehorn & Simmons, 2011).
E necessario examinar com atencdo o papel do sexo como possivel determinante da dengue
grave.

No estudo 1, os pacientes do sexo feminino (57,8% ou 137/237) apresentaram maior
viremia, no entanto, sem associagdo com a gravidade. Os pacientes do sexo masculino (43,8%
ou 92/210) apresentaram maior antigenemia de NS1 que mulheres, no entanto sem associa¢do
com a gravidade.

Existem poucos estudos na literatura pesquisando a antigenemia da NS1 e a viremia em
relacdo ao sexo. Por conseguinte, a associacao de niveis mais altos de NS1 e de carga viral com
fatores individuais do hospedeiro, particularmente o sexo, requer investigagdo mais
aprofundada.

Considerando a gravidade da dengue e a faixa etaria, observamos que 0s pacientes de
13 a 19 anos (8,9% ou 22/248) apresentaram chance 75% maior de desenvolver sinais de alerta
em relacdo aos pacientes com 12 anos ou menos. A literatura afirma que a idade é um fator de
risco individual para a forma grave da dengue e para o 6bito (Gamble et al., 2000; Whitehorn
& Simmons, 2011). No interior da Guiana Francesa, durante a epidemia de 2005-2006, a maior
prevaléncia de dengue foi observada nos individuos com idade igual ou maior que 55 anos e
nos jovens de 11 a 15 anos (Meynard et al., 2009).

Em 2000, Gamble e colaboradores observaram que a chance de uma crianga de 1 a 5
anos evoluir para o6bito foi quatro vezes maior que uma crian¢a de 11 a 15 anos. No Brasil,
Burattini e colaboradores, em 2016, afirmaram que a maior frequéncia de dengue grave esteve
relacionada a individuos mais jovens: eles perceberam que ter 10 anos ou menos quintuplicou
0 risco de hospitalizacdo. A maior prevaléncia relativa de dengue grave e chogue em criangas
em relagdo a adultos est& provavelmente vinculada ao fato de as criancas terem um endotélio
vascular intrinsecamente mais permeéavel, de acordo com os autores. Em um estudo realizado
a partir de uma grande epidemia por DENV-2 (gendtipo Sudeste Asiatico) em St. Coix, nas
Ilhas Virgens Americanas, buscando fatores de risco para a dengue grave, a idade foi o Unico
fator associado a gravidade da doenca (Mohammed et al., 2010). Nesse caso, a maior propor¢éo

de dengue grave foi encontrada nos pacientes com mais de 40 anos, e sugeriu que muitos desses
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individuos poderiam ter imunidade pré-existente a outro sorotipo devido a surtos anteriores na
localidade. Em um estudo na Martinica, o risco de extravasamento plasmatico aumentou com a
idade, no sexo masculino, em infec¢bes secundarias e em infecgdes por DENV-2, enquanto as
formas intermediarias de gravidade acometeram com maior frequéncia as mulheres, e em
infeccdes pelos sorotipos DENV-1 ou DENV-2, independentemente da idade e da resposta
imune (Thomas et al., 2014).

No estudo 1, observamos sinais de alerta/dengue grave em 37,9% (94/248) dos
pacientes, sendo 50% (10/20) com idade menor ou igual a 12 anos, 63,6% (14/22) de 13 a 19
anos, 36,6% (68/191) de 20 a 59 anos e 13,3% (2/15) com idade igual ou superior a 60 anos.
Tivemos quatro fichas de pacientes que apresentaram sinais de alerta, mas que ndo havia
informacao sobre a idade.

Apesar de termos 68 pacientes com manifestacdo de sinais de alerta no grupo de 20 a
59 anos, essa nado foi a faixa etaria que mostrou maior chance de desenvolver sinais de alerta,
refutando um possivel viés quanto ao grande numero de pacientes concentrado nessa faixa
etaria. Uma possivel explicacdo para o grupo de pacientes de 13 a 19 anos apresentar maior
chance de desenvolver sinais de alerta pode estar no sorotipo infectante de 35,7% (5/14) dos
pacientes dessa faixa etaria que manifestaram sinais de alerta/dengue grave, o DENV-3, que
apresentou associacdo com a gravidade da dengue. Tivemos também cinco pacientes nesse
grupo infectados por DENV-4. Em nossa populacéo, verificamos que os pacientes com infec¢édo
pelo DENV-4 apresentaram chance 83% maior de desenvolver sinais de alerta/dengue grave
em relagdo aqueles com infeccdo pelo DENV-1. Além disso, 0 DENV-4 foi o sorotipo que
produziu maior viremia e, ainda que ndo tenha sido observada correlacdo entre viremia e
gravidade nesse estudo, essa associa¢do foi evidenciada em outros estudos na literatura. Desta
forma, poderiamos inferir que a infeccdo por DENV-3 tenha sido preponderante para
determinar que o grupo de 13 a 19 anos tenha tido maior chance de desenvolver dengue grave.
Outra explicacdo possivel poderia ser a ordem de infeccdo por diferentes sorotipos, ja que é
sabido que a ordem de infec¢do influencia a gravidade da doenca (Guzman et al., 2002).
Sabemos que 6 dos 22 pacientes de 13 a 19 anos apresentaram resposta imune do tipo
secundéria e, com isso, esses pacientes foram infectados no minimo uma vez antes da presente
infeccdo. Ainda que ndo tenhamos encontrado associagéo entre gravidade da dengue e resposta
imune, ndo conseguimos avaliar quantas vezes os pacientes foram infectados nem quais
sorotipos causaram as infecgdes anteriores, uma vez que 0s testes que realizamos nos
permitiram identificar tdo-somente a resposta imune dos individuos, ou seja, se respondiam a
uma infeccdo do tipo primaria ou secundaria no momento da coleta do sangue. E importante

pontuar que algumas regides altamente urbanizadas da area de estudo tém proporcdes
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substanciais da populacgéo vivendo em localidades densamente povoadas e empobrecidas, com
saneamento deficiente, dificultando o controle vetorial, o que propicia condigdes para
reinfeccdes (Siqueira et al., 2005).

Pacientes idosos tendem a apresentar sinais e sintomas mais graves de dengue,
manifestando com mais frequéncia sinais de alerta, dengue grave e oObitos pela doenga que
pacientes mais jovens (Garcia-Rivera & Rigau-Perez, 2003; Lee et al., 2013a). A
vulnerabilidade a infeccdes adquiridas no hospital € aumentada nessa faixa etaria, o que
intensifica o risco de mortalidade relacionada a infeccdo. Além disso, devido ao
desenvolvimento de doenca mais grave e de comorbidades, pacientes idosos tém um aumento
da duracéo da hospitalizacdo (Rowe et al., 2014).

A idade mais avancada é um fator de risco significativo para o desenvolvimento de
dengue grave em pacientes com historico de infeccdo anterior por dengue (Yew et al., 2009).
No estudo 1, um-terco (33,3% ou 5/15) dos pacientes com idade igual ou superior a 60 anos
apresentava infeccdo secundaria por DENV, aumentando a chance de desenvolver dengue com
sinais de alerta/dengue grave.

Observamos que a viremia foi mais elevada nos pacientes com idade igual ou superior
a 60 anos, tanto nas analises do estudo 1, quanto nas analises do estudo 2, no que se refere ao
sorotipo 3. Ainda que a analise desse achado ndo tenha levado a apresentacéo clinica da dengue
em consideracéo, a faixa etaria que compreende os individuos com idade igual ou superior a 60
anos e o sorotipo 3 foram apontados como fatores de risco por alguns estudos na literatura
(Gubler et al., 1979; Garcia-Rivera & Rigau-Perez, 2003; Lee et al., 2013a; Rowe et al., 2014).
Por outro lado, com relagdo a viremia, embora sejam necessarias cargas de virus elevadas para
desenvolver dengue grave, ndo ha evidéncia direta de que isso ocorra (Vaughn et al., 2000).

E sabido que algumas cepas de DENV podem ser mais virulentas que outras (Gubler et
al., 1979). DENV-3 j& foi descrito como um sorotipo bastante agressivo, levando os pacientes
ao Gbito com uma frequéncia trés vezes maior que 0s outros sorotipos (Gubler et al., 1979). No
Rio de Janeiro, em 2002, DENV-3 foi o causador de uma epidemia explosiva, sendo
considerada, na época, a epidemia mais grave notificada no Brasil desde a introdugdo do DENV
em 1986 (Nogueira et al., 2005).

Em funcdo disso, é possivel que a idade mais avancada e o sorotipo 3 tenham favorecido
0 desenvolvimento de uma reposta mais intensa nesses pacientes de forma a produzir viremia
mais alta.

A infeccdo primaéria, encontrada na totalidade das amostras de DENV-1 (100% ou

64/64), era esperada em nosso estudo, uma vez que a maior parte das amostras selecionadas
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foram coletadas no ano de introducdo do DENV no Brasil, e reflete um aspecto importante na
dindmica do agente etioldgico da dengue.

A gravidade da dengue ndo mostrou relacdo com infecgdo priméaria ou secundaria dos
pacientes do estudo 1. De forma semelhante, a associacao entre gravidade da dengue e resposta
imune néo foi observada por outros autores (Singla et al., 2016; Nunes et al., 2016).

Segundo Halstead (1988), a infeccdo secundaria € considerada o fator de risco mais
importante para a forma grave da doenca. De fato, a infeccdo secundaria esteve associada ao
aumento da gravidade da dengue em pacientes do Sudeste Asiatico (Vaughn et al., 2000;
Libraty et al., 2002). Em um estudo na Martinica, a maioria dos casos graves foi observada em
pacientes com infecgdo secundaria por DENV-2, enquanto pacientes com infecc¢éo primaria por
DENV-4 ndo apresentaram sinais de alerta (Thomas et al., 2008).

Por outro lado, a infeccdo priméria por dengue esteve frequentemente associada a
dengue grave em pacientes do Paquistdo (Khurram et al., 2014). Alguns autores sugerem que a
replicacdo de DENV-2 em individuos com infeccdo priméaria apresenta maior patogenicidade
(Vaughn et al., 2000).

No estudo 1, os pacientes com infeccdo priméria (61,6% ou 146/237) apresentaram
carga viral significativamente maior que pacientes com infeccdo secundaria. Em 2009, Araujo
e colaboradores observaram que a viremia dos individuos com infecgdo primaria, tanto os que
foram a ébito como aqueles que sobreviveram, foi mais alta que a viremia dos individuos com
infeccdo secundaria. Apesar de ndo haver associagao estatistica entre viremia e resposta imune,
0s autores apontaram que os resultados sdo sugestivos da ativacdo mais rapida do sistema imune
nos pacientes com infeccdo secundaria por DENV-3 e consequente reducdo da viremia.

Sabe-se que ¢ esperada maior carga viral em infec¢cdes secundarias devido ao fenbmeno
da facilitagéo da infeccdo dependente de anticorpos (Rothman, 2011).

Entendemos que a patogénese da dengue grave é multifatorial e envolve interacéo entre
caracteristicas virais e a resposta do sistema imune, assim como fatores relacionados tdo-
somente ao paciente (genética do individuo, comorbidades, estado nutricional) (Thomas et al.,
2010; Ngwe et al., 2013).

Na populacéo do estudo 2, a gravidade da dengue foi sorotipo dependente: pacientes
infectados por DENV-3 apresentaram chance 2,5 vezes maior de desenvolver sinais de alerta
em relagdo aos individuos com infec¢éo por DENV-1.

O sorotipo 3 foi 0 agente etiologico de uma das mais graves epidemias de dengue no
Rio de Janeiro, no verdo de 2001-2002, considerada a maior epidemia até aquele momento no
Brasil (Barbosa da Silva et al., 2002; Nogueira et al., 2005; de Araujo et al., 2009). Os achados

clinicos e laboratoriais sugestivos de dengue grave em um estudo epidemiolégico que
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acompanhou a co-circulacdo de DENV 1, 2 e 3 no Rio de Janeiro apresentaram associagdo
estatistica com DENV-3 e foram significativamente maiores para este sorotipo (De Simone et
al., 2004). Em 2004, Passos e colaboradores observaram, nessa epidemia de 2001-2002 no Rio
de Janeiro, que os individuos com infeccdo pelo DENV-3 tiveram chance 6,07 vezes maior de
apresentar chogue e chance 3,55 vezes maior de desenvolver exantema em comparacdo aos
individuos infectados pelo DENV-2. Os autores verificaram ainda que o sorotipo 3 apresentou
chance 3,06 vezes maior de causar dor abdominal e chance 3,61 vezes maior de provocar
exantema, quando comparado com o sorotipo 1. Portanto, 0s autores concluiram que 0s
individuos infectados pelo DENV-3 apresentaram sinais que indicavam uma forma mais grave
da dengue. Em um estudo envolvendo vérias regides do Brasil, Burattini e colaboradores (2016)
observaram que infeccdo por DENV-3 esteve associada ao risco quase duas vezes maior de
hospitalizacdo que a infeccdo por DENV-4. Em um estudo prospectivo com criancas
tailandesas, Fried e colaboradores (2010) observaram que infec¢bes por DENV-2 e DENV-3
apresentaram chance duas vezes maior de evoluir para a forma grave da dengue que infeccdes
por DENV-4.

Contudo, no estado do Espirito Santo, vizinho do estado do Rio de Janeiro, pacientes
infectados pelo sorotipo 2 apresentaram maior chance de desenvolver dengue grave, em relagcéo
aos sorotipos 1 e 4 (Vicente et al., 2016). O sorotipo 2, de forma semelhante, também esteve
associado ao aumento da gravidade da dengue em um estudo na Tailandia (Vaughn et al., 2000).
Ja em um estudo no Sudeste Asiatico, pacientes com infeccdo por DENV-1 tiveram maior risco
de desenvolver dengue grave que os pacientes infectados por DENV-2 ou DENV-3 (Yung et
al., 2015).

N&o obstante, o comportamento de um sorotipo pode ser alterado em funcdo da
introducdo prévia de outros sorotipos. Apds a introducao de DENV-3 no México, foi observado
um aumento no nimero de casos de dengue grave associados a DENV-1 e DENV-2 no pais,
em 1995 (Brisefio et al., 1996; Figueroa & Ramos, 2000).

E importante ressaltar que a epidemia do DENV-2 em 2008, no Rio de Janeiro, levou a
uma mudanca no perfil epidemioldgico da dengue, haja vista que foi observado um expressivo
aumento no namero de casos graves e internacdes em criancas, principalmente na faixa etaria
entre 5 e 15 anos, mas também em bebés menores de 1 ano de idade, cujo numero de
hospitalizacdo aumentou sete vezes comparado com epidemias anteriores (Siqueira Jr et al.,
2011).

Acredita-se que a infeccdo por uma cepa mais virulenta do DENV possa resultar na

forma mais grave da dengue (Rosen, 1977; Gubler et al., 1978). Além disso, a gravidade da
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doencga causada pelo DENV-3 no estado do Rio de Janeiro pode ter sido aumentada em fungéo
da introducéo anterior de DENV-1 e DENV-2, e pela co-circulagdo dos trés sorotipos.

Na populacédo do estudo 1, ndo foi observada associagao entre a apresentacdo clinica da
dengue e a viremia ou a antigenemia da NS1 quanto a infeccdo pelo virus DENV.
Curiosamente, observamos valores mais altos de viremia e de NS1 nos casos de dengue sem
sinais de alerta em relacdo aos casos com sinais de alerta/dengue grave.

Nossos resultados assemelham-se ao que foi descrito por alguns autores, em estudos nos
guais nem a antigenemia da NS1 ou a viremia mostraram associacdo com gravidade da dengue
(Simmons et al., 2007; Chau et al., 2010; Fox et al., 2011; de la Cruz-Hernandez et al., 2013).

Da mesma forma, ndo houve associacgéo entre a deteccdo de NS1 e gravidade da dengue
em um estudo multicéntrico com as populacbes da Malasia, Tailandia, Filipinas, Vietna,
Nicaragua e Venezuela (Guzman et al., 2010b). Curiosamente, a antigenemia da NS1 foi mais
alta nos pacientes sem sinais de alerta do que nos casos de dengue grave no Camboja (Duong
etal., 2011).

Em um estudo conduzido na india, Singla e colaboradores (2016) também néo
observaram associagdo da gravidade da dengue com a viremia, apesar da alta carga viral estar
relacionada a trombocitopenia prolongada e a recuperacdo tardia. O pico de viremia tende a
manter-se até o 3° dia e gradualmente decresce, mas ja foi descrito que a carga viral se mantém
alta até o 5° dia de doenca, em pacientes com infec¢do primaria, sem associacao da carga viral
com a gravidade da dengue, assim como no presente trabalho (Tricou et al., 2011; Kyaw et al.,
2017).

Outrossim, na literatura, viremia alta ja foi associada ao desenvolvimento de dengue
grave (Vaughn et al., 2000; Tanner et al., 2008; Low et al., 2011; Pang et al., 2016). Pang e
colaboradores, em 2016, observaram que a viremia esteve significativamente associada ao
desenvolvimento de sinais de alerta e a necessidade de internacdo, o que implica a necessidade
de monitoramento do paciente, especialmente quanto aos niveis de plaquetas e de linfécitos. Os
autores sugeriram um papel importante destes parametros para o desenvolvimento da dengue
grave. Os individuos que foram a 6bito durante a epidemia de DENV-3 no estado do Rio de
Janeiro apresentavam carga viral significativamente mais alta que o0s pacientes que
sobreviveram (12,5 log copias RNA/mI versus 7,9 log copias RNA/mI), sugerindo que a alta
viremia é um fator importante na patogénese da dengue grave (de Aradjo et al., 2009).

Uma possivel explicacdo para nossa observacdo pode estar no fato da viremia
encontrada no soro ndo conseguir refletir precisamente a replicacéo viral.

A formacdo do complexo imune com sNS1 e a ligagdo da sNS1 as celulas endoteliais

foram propostas como fatores potenciais na patogénese da dengue grave (Falconar, 1997;
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Young et al., 2000; Avirutnan et al., 2006). Além disso, os anticorpos dirigidos contra NS1
reagem de forma cruzada com plaquetas humanas e células endoteliais (Lin et al., 2006). Os
anticorpos anti-NS1 induzem células endoteliais a sofrerem apoptose, e experiéncias in vitro
demonstraram que esses anticorpos seriam responsaveis por uma maior permeabilidade a
monocamada de células endoteliais (Lin et al., 2006).

A NS1 pode causar extravasamento plasmatico, o que leva o paciente ao choque,
podendo evoluir para o obito e, portanto, essa proteina deveria ser considerada como parte dos
fatores causais da gravidade da dengue (Beatty et al., 2015).

Segundo Allonso e colaboradores (2014), a detecgdo de NS1 representa a melhor
abordagem para o diagnostico de fase aguda quando comparado aos niveis de viremia, uma vez
gue NS1 pode ser detectada em toda a fase febril, além de ser mais estavel em solucéo do que
0 genoma viral, facilitando o manuseio e o0 armazenamento da amostra.

A n&o associacgdo da viremia ou da antigenemia com a gravidade da dengue reforga a
existéncia de outros fatores, além da carga viral, relacionados a suscetibilidade do individuo e
a patogénese da doenca, como aspectos genéticos do hospedeiro ou a resposta imune inata do
paciente (Simmons et al., 2007).

Talvez o fator mais importante que modifica a associacédo da gravidade da dengue com
a antigenemia da NS1 ou com a viremia seja a duracdo da doenca quando esses parametros séo
avaliados, uma vez que o pico da NS1 ou do RNA viral ocorre na fase aguda. Estudos que
encontraram essa associacdo com a gravidade da dengue avaliaram os niveis de NS1 nas
primeiras 72 horas a partir do inicio dos sintomas (Libraty et al., 2002), ndo sendo observada
associacdo a partir do 5° dia de doenca (Guilarde et al., 2008).

De fato, observamos uma relacdo ordinal entre o numero de dias de doenca e a
apresentacgdo clinica da dengue no estudo 1. A chance de observarmos sinais de alerta/dengue
grave nos pacientes com 2 a 3 dias de doenca foi 30% maior em relagdo aqueles com 0 ou 1 dia
de doenca. E a chance de observarmos sinais de alerta/dengue grave nos pacientes com 4 a 5
dias de doenca foi 2,9 vezes maior em relacdo aqueles com 0 ou 1 dia de doenca, mostrando
claramente que o maior nimero de dias de doenca aumenta a chance de observarmos sinais de
alerta/dengue grave (2-3 dias, OR=1,30; 1C:0,66-2,55 e 4-5 dias, OR=2,97; IC:1,35-6,56).

Muitos dos sinais de alerta listados pela classificacdo da OMS (2009) séo tipicamente
observados do 4° ao 7° dia de doenga a partir do inicio dos sintomas (Leo et al., 2013; Thein et
al., 2013; Tsai et al., 2013). Se os pacientes tivessem sido observados até o 7° dia de doenca em
nosso estudo, provavelmente teriamos identificado maior nimero de sinais de alerta.

No estudo 2, somente DENV-1 apresentou diferenca estatisticamente significativa entre

antigenemia da NS1 e gravidade da dengue. Diferente do que esperdvamos, foram os pacientes
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infectados por DENV-1 sem sinais de alerta que apresentaram niveis mais altos de NS1 (e de
viremia, ainda que sem significancia estatistica) que o grupo com sinais de alerta/dengue grave.
Em 2011, Duong e colaboradores também utilizaram o teste Platelia NS1 Ag kit para mensurar
de forma semiquantitativa a antigenemia da NS1 em pacientes que vivem no Camboja, e
observaram o mesmo: a infec¢cdo mais branda por dengue esteve associada a altos niveis de NS1
e ao sorotipo 1, e a altos niveis de viremia e ao sorotipo 1. De forma semelhante, em um estudo
envolvendo seis paises na Asia e nas Américas, foi observado que a infeccdo por DENV-1
esteve associada a titulos mais altos de NS1, sem, contudo, apresentar associacdo com a
gravidade da doenca (Guzman et al., 2010b). Assim, nossos resultados estdo de acordo com 0s
achados supracitados na literatura. Contudo, consideramos que a antigenemia da NS1 ainda
assim possa estar relacionada a gravidade da dengue. Acreditamos que talvez um teste que
apresente maior sensibilidade, e que utilize unidades mais precisas que titulos de diluicdo como
base no célculo da concentracdo de NS1 circulante possa apresentar resultados que confirmem
essa hipotese.

Chau e colaboradores (2010) observaram uma tendéncia a concentra¢ées mais altas de
NS1 em paralelo com o aumento da gravidade em infec¢des por DENV-3, apesar de néo terem
encontrado associacgao entre antigenemia e gravidade da dengue. Libraty e colaboradores (2002)
observaram que altos niveis de NS1 circulantes, detectados nas primeiras 72 horas ap6s o inicio
dos sintomas, identificavam pacientes com risco de desenvolver a forma grave da dengue.

Apesar dos nossos achados contrastarem com aqueles de estudos nos quais a maior
antigenemia da NS1 esta associada com doenca mais grave, nossa amostra populacional foi
mais representativa numericamente, selecionamos fichas de pacientes de 0 a 5 dias de doenca,
e ndo apenas até 72 horas ap6s o inicio da febre, além de termos incluido caracteristicas
adicionais que foram controladas na analise multivariada, como idade e sexo do paciente,
namero de dias de doenga, resposta imune e sorotipo infectante.

O motivo pelo qual maior viremia foi encontrada nos pacientes sem sinais de alerta,
ainda que sem significancia estatistica, ndo esta claro, mas indica que os niveis de viremia
parecem ser o resultado de uma interagdo complexa entre os fatores virais e os fatores
relacionados ao hospedeiro (Clyde et al., 2006; Noisakran & Perng, 2008; Rothman, 2011,
Simmons et al., 2012; Watanabe et al., 2012).

Nossos resultados sugerem que tdo-somente a alta viremia e a antigenemia elevada na
fase aguda da dengue néo séo suficientes para determinar a progressao da doenca para sua forma
mais grave. Certamente, outros fatores imunol6gicos, com viremia ou antigenemia altas ou néo,

atuam na evolucéo para dengue grave.
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Entendemos que a utilizacdo de uma metodologia semiquantitativa para avaliar 0s niveis
de NS1 ndo nos permitiu estabelecer a magnitude absoluta da antigenemia. Contudo, a analise
conjunta da antigenemia com a viremia proporcionou um melhor entendimento da dinamica da
dengue, dos parametros e fatores que a afetam e sua relacdo com o desfecho clinico.

Na populacdo do estudo 1, observamos associagao entre viremia e nimero de dias de
doenca.

No estudo 2, a antigenemia foi mais alta nos pacientes com 4 a 5 dias de infeccao pelo
DENV-3. A viremia mostrou associagdo com o nimero de dias de doenca para 0s sorotipos 3 e
4: viremia mais alta foi detectada nos dias 0 a 1, decrescendo nos dias 2 a 3 e atingindo niveis
mais baixos com 4 a 5 dias de doenca, o que era esperado em funcdo do processo natural de
depuracdo do virus no soro.

Em um estudo conduzido na Coldmbia, altos niveis de viremia e antigenemia da NS1
foram encontrados no segundo dia apos o inicio da febre, e 0s niveis diminuiram ao longo do
terceiro e quarto dias, com niveis indetectaveis na maioria das amostras no quinto dia apds o
inicio da febre (Perdomo-Celis et al., 2017).

De fato, a literatura sinaliza que altos titulos de NS1 plasmatico e carga viral foram
detectados entre 0 2° e 0 4° dias da doenca, tornando-se indetectaveis ap6s o 5° dia (Alcon et
al., 2002; Duyen et al., 2011).

O motivo pelo qual a antigenemia da NS1 ndo mostrou correlacdo com o numero de
dias de doenca, o que seria esperado, permanece desconhecido. E importante investigar ainda
mais a cinética da antigenemia de modo a compreender melhor como se comporta esse
parametro na fisiopatologia da dengue.

Importante acrescentar que 262 amostras de pacientes com confirmacgédo para dengue
por isolamento viral e/ou RT-PCR e que atendiam aos critérios de elegibilidade para o presente
estudo foram submetidas ao teste Platelia™ Dengue NS1 AG (dados ndo informados).
Entretanto, apenas 210 (80,2%) amostras agudas de soro foram positivas para 0 NS1, o que
pode ser explicado pela sensibilidade do kit Platelia empregado em nosso estudo. Outros autores
encontraram resultados semelhantes, em que a sensibilidade do teste Platelia variou de 58% a
94% (Chuansumrit et al., 2008; Dussart et al., 2008; Lapphra et al., 2008; Hang et al., 2009;
Guzman et al., 2010b; Duong et al., 2011).

Nos estudos 1 e 2, os pacientes com infec¢do primaria apresentaram niveis mais altos
de viremia e de antigenemia da NS1 que pacientes com infeccao secundaria.

A cinética da viremia em nosso estudo mostrou correlacdo com o numero de dias de
doenca: niveis mais altos de RNA viral foram detectados nos dois primeiros dias de infec¢éo,

diminuindo progressivamente até o 5° dia. Outros autores observaram 0 mesmo comportamento
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da carga viral em relacdo ao periodo de infecgdo (Alcon et al., 2002; Duyen et al., 2011; Libraty
et al., 2002; Thomas et al., 2010; Tricou et al., 2011; Kyaw et al., 2017).

Pacientes com infeccdo priméaria por DENV-3 apresentaram maior nivel de NS1
circulante em relacdo aos pacientes com infeccdo secundéaria, enquanto pacientes infectados
pelo DENV-2 com infecgdo primaria apresentaram viremia mais alta que pacientes com
infecgdo secundéria. Resultados semelhantes foram encontrados em Taiwan, no Vietnd, no
México, na Coldmbia e em Myanmar (Yeh et al., 2006; Duyen et al., 2011; de la Cruz-
Hernandez et al., 2013; Kyaw et al., 2017; Perdomo-Celis et al., 2017).

Em pacientes do Sudeste Asiatico, niveis mais altos de viremia foram observados em
infeccOes secundérias (Vaughn et al., 2000; Libraty et al., 2002).

Nossos achados podem ser explicados por alguns fatores. O primeiro deles seria a
presenca de complexos circulantes formados por NS1 e anticorpo durante infec¢fes secundarias
que impedem a deteccdo da NS1 (Koraka et al., 2003). Outro fator importante é o clearance
viral mais precoce e mais rapido em infec¢bes secundarias (Vaughn et al., 2000; Duyen et al.,
2011; Tricou et al., 2011). Os parametros virologicos estudados séo altamente modificados pelo
dia da doenca, especialmente quando sdo analisados juntamente com a resposta imune do
paciente (Perdomo-Celis et al., 2017).

A antigenemia da NS1 mostrou-se significativamente maior em infec¢es por DENV-
3, em seguida por DENV-1, DENV-2 e, por ultimo, DENV-4. Nosso achado foi consistente
com alguns estudos do Sudeste Asiatico (Chau et al., 2008; Chau et al., 2010; Duyen et al.,
2011).

Este comportamento parece refletir diferentes niveis de avidez dos anticorpos
monoclonais do Platelia para os epitopos mais importantes na superficie da NS1 de diferentes
sorotipos e/ou de diferentes linhagens do mesmo sorotipo; ou talvez possa ser a presencga de
diferentes magnitudes da carga viral em pacientes com diferentes sorotipos (Guzmaén et al.,
2010b).

Os pacientes infectados por DENV-4 apresentaram maior nivel de viremia seguido por
DENV-1, 3 e 2, porém sem relacdo com a gravidade.

Apesar de termos encontrado relacdo significativa entre viremia e cada sorotipo, a
diferenca entre as respectivas viremias ndo ultrapassou a diferenca de 4 log cépias/ml entre os
valores encontrados para DENV-4 (a maior viremia encontrada) e DENV-2 (a menor viremia
determinada): DENV-4= 2,76 log copias/ml, DENV-1= 2,21 log cépias/ml, DENV-3= 2,14 log
copias/ml, DENV-2= -0,84 log copias/ml.

E possivel que a diferenca entre as viremias de cada sorotipo seja decorrente da

qualidade de conservacgédo das amostras ao longo do tempo, uma vez que os valores mais altos
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de viremia foram encontrados para DENV-4, o0 sorotipo mais recente da nossa analise. Por outro
lado, DENV-1 foi 0 sorotipo mais antigo da nossa populacéo e apresentou a segunda viremia
mais alta. Curiosamente, DENV-2 apresentou os valores mais baixos de viremia. Uma possivel
explicacdo poderia ser a conservacao dessas amostras ao longo do tempo, bem como a eficiéncia
do fluoréforo HEX, utilizado nas reacGes de qRT-PCR para a quantificacdo da carga viral nas
amostras de DENV-2.

A literatura aponta niveis de RNA viral em pacientes com DENV-1 significativamente
mais altos que nos pacientes com DENV-2, como observado no presente estudo (Yung et al.,
2015). Por outro lado, em um estudo com os quatro sorotipos do DENV no Vietnd, infec¢des
por DENV-1 apresentaram niveis de viremia marcadamente mais altos que infec¢bes por
DENV-4, discordante do que encontramos, e discretamente superiores que infec¢bes por
DENV-2, conforme nossos achados (Thai et al., 2010).

No estudo 3, os pacientes infectados pela linhagem Il do DENV-2 com idade igual ou
inferior a 12 anos tiveram maior chance de desenvolver sinais de alerta que as demais faixas
etarias.

Nunes e colaboradores, em 2016, observaram que os pacientes com idade igual ou
inferior a 15 anos, e infectados pela linhagem 11, apresentaram a forma mais grave da dengue,
quando comparados os periodos de 1990 a 2002, com a circulacdo da linhagem I, e 2007 a 2011,
com a circulacdo da linhagem 11, no Rio de Janeiro.

Os pacientes infectados pela linhagem Il e com 0 a 1 dia de doencga apresentaram viremia
mais alta, coincidindo com achados na literatura (Nunes et al., 2016).

A circulagcdo de multiplos sorotipos, o que inclui a introducdo sequencial de novos
sorotipos na mesma area geografica, resulta na exposicéo de individuos a diferentes sorotipos
ao longo da vida, e infecgdes secundérias por um sorotipo heterélogo de DENV é um fator de
risco conhecido para dengue grave (Sangkawibha et al., 1984; Burke et al., 1988; Kouri et al.,
1989). Além disso, diferentes genétipos dentro de um determinado sorotipo, e linhagens
diferentes dentro de um determinado gendtipo, podem influenciar de maneira diferente a
gravidade da dengue (Messer et al., 2003; Bennett et al., 2010; Steel et al., 2010). Até 1981, o
gendtipo Americano do DENV-2 era o Unico que circulava nas Américas e, a partir daquele
ano, o genotipo Sudeste Asiatico/Americano do DENV-2 passou a ser detectado na regido
(Kouri et al., 1989). O genotipo Americano do DENV-2 era pouco associado & forma grave da
dengue nas Américas (Williams et al., 2014). No entanto, a invasdo do genotipo Sudeste
Asiatico/Americano do DENV-2 resultou na primeira grande epidemia de dengue grave nas
Américas (Rico-Hesse, 1990). Estudos experimentais revelaram que o gen6tipo Americano do

DENV-2 apresentou menor capacidade de replicacdo em células humanas cultivadas e
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infectividade reduzida para Ae. aegypti em comparagdo ao gendtipo Sudeste
Asiatico/Americano desse sorotipo (Leitmeyer et al., 1999; Armstrong & Rico-Hesse, 2003;
Cologna & Rico-Hesse, 2003; Cologna et al., 2005; Vasilakis et al., 2007). E gracas a sua maior
aptidao aos sistemas dos seus hospedeiros e dos seus vetores, 0 genotipo Sudeste Asiatico/
Americano do DENV-2 substituiu o gendtipo Americano em muitas regiGes das Américas
(Watts et al., 1999; Cologna et al., 2005).

Essa substituicdo do genotipo Americano para o gendtipo Sudeste Asiatico/Americano
foi observada no Peru, durante um surto de dengue de magnitude e gravidade sem precedentes
na regido do Loreto. O sequenciamento de todo o genoma do DENV-2 causador da epidemia
indicou a linhagem Il do gendtipo Sudeste Asidtico/Americano, e estava mais relacionada ao
virus circulante no Brasil durante a epidemia de 2007-2008, do que ao virus que circulava
anteriormente no Brasil (linhagem | do gendtipo Sudeste Asiatico/Americano) e, desde 1990,
na América do Sul como um todo (Williams et al., 2014). A gravidade da dengue ¢é determinada
por fatores virais e relacionados ao hospedeiro. E bastante provavel que o grande nimero de
casos graves de dengue observados durante a epidemia de 2010/2011 no Peru ndo esteve
associado somente ao aumento da replicacdo viral nos hospedeiros ou nos mosquitos, mas sim
a introducdo da linhagem Il do gendtipo Sudeste Asidtico/Americano do DENV-2 naquela
populagdo com imunidade pré-existente aos outros sorotipos (Williams et al., 2014).

E sabido que infecces sequenciais por DENV podem afetar a gravidade da doenca
(Sangkawibha et al., 1984; Guzman & Kouri, 2008). Ainda mais especificamente, demonstrou-
se que a gravidade da doenca pode ser afetada pelo gen6tipo do DENV-2 infectante, diante de
uma determinada condicdo imunoldgica da populacdo (Kochel et al., 2002; OhAinle et al.,
2011). A associacdo da linhagem Il com a faixa etaria, o nimero de dias de doenca e a viremia,
em nosso estudo, ratifica a hipdtese de que cepas mais virulentas influenciam a gravidade da
dengue (Simmons et al., 2007; Romano et al., 2010).

Nossos achados sugerem que a linhagem Il do DENV-2 foi um importante fator para o
desenvolvimento da forma grave da dengue, uma vez que sinais de alerta foram observados em
pacientes com idade igual ou inferior a 12 anos, com 4 a 5 dias de doenga e com viremia mais
alta. Além disso, estes fatores mostraram-se fortemente associados com a gravidade da dengue
em nossas analises estatisticas.

A anélise de 27 anos de vigilancia da dengue delimitou dois periodos distintos: uma fase
inicial de 1986 a 1993, caracterizada por ondas epidémicas localizadas e esporadicas em centros
urbanos, e um padrdo endémico e epidémico de ampla abrangéncia no pais a partir de 1994
(Siqueira et al., 2005). Neste segundo periodo, vérias epidemias de dengue avangaram em um

padrdo hiperendémico em mdaltiplos centros urbanos (Siqueira et al., 2005). Desde 1999,
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observamos um crescimento dramético, tanto na incidéncia como na hospitalizacdo, devido a
dengue e a dengue grave, indicando aumento notavel na gravidade da doenca nos ultimos anos
(Siqueira et al., 2005). Mudangas na cobertura da vigilancia poderiam explicar parte desse
aumento, porém essa justificativa parece improvavel dado que ndo foram feitas mudancas
significativas nos parametros e defini¢cdes da vigilancia (Siqueira et al., 2005). O padrdo atual
caracterizado pela transmisséo intensa do DENV pode ser explicado, principalmente, pelo
numero de municipios infestados pelos mosquitos Ae. aegypti, pela mobilidade da populagéo e

pela introducdo e co-circulacdo dos quatro sorotipos no estado do Rio de Janeiro.

Limitacdes

Ainda que indicadores da dengue grave estejam bem documentados, 0s mecanismos que
desencadeiam a gravidade ainda permanecem obscuros e, certamente, sdo multifatoriais.
Possiveis fatores de risco para a dengue grave incluem comorbidades. A analise acerca da
presenga de comorbidades ndo foi feita no presente estudo, primeiramente porque ndo fazia
parte do objeto de estudo e, em um segundo momento, porque nao havia informacéo quanto a
esse dado em todas as fichas epidemiolégicas. Contudo, acreditamos que teria sido uma
informacdo importante para entender a dindmica da gravidade da dengue em nossa populacéo.

Apesar das fichas epidemioldgicas para esse estudo terem sido escolhidas, entre outros
fatores, pela qualidade de preenchimento (priorizamos as fichas mais completas, isto €, com
maior nimero de dados relevantes para as analises), ndo foi possivel obter todas as informacoes
necessarias na totalidade das fichas. Da mesma forma, L'Azou e colaboradores (2014)
reportaram que dados quanto a distribuicdo da idade durante infeccBes pelos quatro sorotipos
frequentemente ndo estavam descritos nas fichas da vigilancia e em estudos epidemioldgicos.
Os autores afirmaram que essa falta de informagdes relevantes limita o potencial em estabelecer
comparac0es e delinear conclusdes ao longo do tempo, entre territorios e entre diferentes faixas
etérias.

Certas limitagGes do estudo estdo relacionadas a sua natureza retrospectiva devido ao
fato de haver informagdes importantes, por vezes incompletas, ou ndo terem sido corretamente
descritas nas fichas epidemiolégicas, o que implica uma limitac&o tipica desse tipo de estudo
(Burattini et al., 2016). Além disso, varias outras caracteristicas importantes, como estado
nutricional e varidveis individuais socioeconémicas, que poderiam estar associadas com o risco
de hospitalizacéo e dengue grave, ndo foram avaliadas na presente analise.

O sistema de vigilancia epidemioldgica da dengue no Brasil vem apresentando

melhorias continuas desde 1986. Assim, 0s avancos quanto a qualidade na notificacdo dos casos
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de dengue e o registro mais cuidadoso e minucioso da ficha epidemioldgica do paciente
contribuirdo para preencher as lacunas quanto a epidemiologia da doenga em estudos futuros.

Uma explicagdo em potencial para ndo termos encontrado associa¢do da gravidade da
dengue com algumas variaveis pode estar no fato de os sinais de alerta tenderem a aparecer no
dia em que tem inicio a defervescéncia, e nos estudamos amostras antes desse periodo. Uma
vez que um dos nossos objetivos era encontrar um biomarcador de gravidade da dengue na fase
aguda, de forma que esse marcador pudesse ser utilizado principalmente na triagem dos casos
de dengue, muitos sinais de alerta mais graves, em sua maioria, ainda nao tinham sido descritos
e, por consequéncia, ndo puderam ser observados durante o atendimento médico.

Além disso, existem diferencas individuais na populagéo estudada, uma vez que a maior
parte das amostras de soro foram coletadas de individuos infectados no ano de introducéo de
cada sorotipo e nos dois anos seguintes, além dessa populacgéo restringir-se ao estado do Rio de
Janeiro, diferente de muitos estudos anteriormente citados. E ainda, esses pacientes procuraram
atendimento médico em unidades de saude da rede publica (com excec¢do de quatro pacientes
que foram atendidos em um hospital da rede privada), o que também impediria que a analise
fosse extrapolada para a populagéo do estado do Rio de Janeiro como um todo. Tivemos apenas
as fichas epidemioldgicas para analisar o quadro clinico dos pacientes, e isso pode ter
comprometido a classificacdo dos casos de dengue quanto a gravidade, uma vez que a maior
parte dessas fichas € antiga, ndo apresentavam todas as informacdes utilizadas atualmente para
classificagdo quanto a gravidade, e estavam frequentemente incompletas.

Em funcdo do presente trabalho tratar-se de um estudo epidemioldgico, foi necessario
organizar nossas variaveis de forma categérica para utilizar a regressdo logistica. A
categorizacdo implica assumir um viés ao homogeneizar nossa populacdo. Assim, podem existir
associacOes reais que ndo puderam ser estabelecidas. Além disso, de forma a estudar o
comportamento de cada sorotipo, tivemos uma reducao significativa no nimero amostral, o que
é uma limitacdo importante no presente estudo, dado que possiveis associagdes podem néo ter
sido estabelecidas.

Apesar de terem permanecido lacunas importantes no conhecimento epidemioldgico, as
informac0es coletadas, analisadas e apresentadas no presente trabalho séo importantes para que
se avalie a evolucao epidemioldgica ao longo do tempo em diferentes espacos.

Considerac0es e perspectivas
A dengue continua sendo uma ameaca crescente para a saude publica em muitas partes
do mundo. Fica evidente que somente o controle vetorial é uma ferramenta insuficiente para a

salde publica em areas endémicas. Ainda que o controle clinico cuidadoso possa reduzir a taxa
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de mortalidade entre os pacientes hospitalizados para menos de 1%, a dengue coloca uma
enorme pressdo sobre os servicos de salde, e tem um impacto social e econémico substancial
(Shepard et al., 2011). Além disso, varias outras doengas causam sinais e sintomas muito
similares a dengue, como a doenca do Zika virus, a febre amarela, a leptospirose, a meningite
meningocdcica, dentre outras, 0 que implica a investigacdo minuciosa dos casos com
apresentacdes clinicas atipicas, principalmente aqueles com envolvimento do sistema nervoso
central, em busca de possiveis co-infeccGes por diferentes agentes etioldgicos (Cerbino-Neto et
al., 2016; de Filippis et al., 2016).

Uma das questdes mais relevantes acerca da dengue é determinar quais fatores tém
influéncia no desenvolvimento da forma grave da doenca. E consenso que a gravidade da
dengue esta associada a dindmica de aspectos multifatoriais, como a carga viral e sorotipos,
infeccdes sequenciais e aspectos genéticos do hospedeiro (Simmons et al., 2007). Acredita-se
que a combinacdo de biomarcadores, como a resposta imune, marcadores da ativagdo
endotelial, bem como marcadores bioquimicos e genéticos do hospedeiro, sera benéfica na
previsdo da forma grave da dengue, principalmente em funcdo do avanco nas técnicas e
equipamentos, que possibilitam a analise de multiplos biomarcadores a partir, apenas, de pouco
volume de soro dos pacientes (John et al., 2015).

Visando avaliar fatores viroldgicos e do hospedeiro e sua relacdo com a gravidade da
dengue em uma populacdo do estado do Rio de Janeiro, exposta aos quatro sorotipos,
encontramos como potenciais marcadores de gravidade, durante a fase aguda da doenga, 0
sorotipo DENV-3, a faixa etaria de 13 a 19 anos e a linhagem Il do sorotipo 2. Nossos achados
mostram que a interacao entre fatores relacionados aos hospedeiros e ao DENV influenciam o
desenvolvimento da forma grave da dengue, ressaltando que a patogénese da dengue grave se
configura como um processo complexo e multifatorial, envolvendo a co-circulagdo de varios
sorotipos do DENV.

Diante do fato do Rio de Janeiro ser um polo turistico, com a afluéncia de um grande
numero de pessoas, além da possibilidade de introducdo de novas amostras de DENV, faz-se
necessario continuar a vigilancia e a investigacdo de casos suspeitos com vistas a minimizar o
impacto na populagdo, acompanhando possiveis reemergéncias dos quatro sorotipos e a
repercussdo para a populacdo do estado do Rio de Janeiro. Além da NS1 como um método
rapido, € importante buscar novas metodologias para o diagnéstico precoce da dengue,
objetivando mitigar as consequéncias para uma populacdo hiperendémica e, principalmente,

diminuir o 6bito pela doenca.
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9 — CONCLUSOES

(1) Observamos que 38,1% (123/323) de todas as amostras classificadas quanto ao tipo de
infecgdo (323) respondiam a uma infeccdo secundaria. Dentre estes, apenas 32,5%
(40/123) apresentavam sinais de alerta/dengue grave, mostrando que o tipo de resposta,
primaria ou secundaria, ndo pode ser o uUnico fator a ser considerado quanto ao
desenvolvimento da forma grave da dengue e, portanto, a gravidade da doenca tem origem

multifatorial.

(2) Em relacdo a quantificacdo dos niveis da glicoproteina NS1, a presenca de sinais de
alerta/dengue grave foi observada em apenas 36,7% (77/210) dos pacientes, porém a
associacdo entre a gravidade da dengue e a antigenemia da NS1 ndo foi significativa
(p=0,101). Acreditamos que um numero maior de sinais de alerta/dengue grave teria sido
identificado caso os pacientes tivessem sido observados até o 7° dia de doengca em nosso

estudo e, portanto, essa associacdo deve continuar sendo investigada.

(3) No que se refere a viremia, a presenca de sinais de alerta/dengue grave foi observada em
33,3% (100/300) dos pacientes, sendo que estes apresentaram niveis mais baixos de carga
viral que os pacientes sem sinais de alerta/dengue grave. E possivel que o desenvolvimento
da forma grave da dengue ndo esteja relacionado a altas cargas virais, uma vez que a

viremia encontrada no soro pode ndo conseguir refletir precisamente a replicacédo viral.

(4) Observamos que os pacientes de 13 a 19 anos apresentaram chance maior de desenvolver
sinais de alerta/dengue grave em relacdo aos pacientes das demais faixas etarias. A
infeccdo pelo DENV-3 em 35,7% (5/14) dos pacientes dessa faixa etaria pode ter sido
preponderante para determinar esse achado, uma vez que 0 sorotipo 3 apresentou maior

chance de induzir sinais de alerta/dengue grave em relagcdo aos demais sorotipos.

(5) Niveis mais altos da NS1 foram observados em infec¢Ges primarias pelo sorotipo 3,
mostrando que a presenca de complexos circulantes formados por NS1 e anticorpo durante
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infeccdes secundarias impede a deteccdo da NS1, além do clearance viral ser mais precoce
e mais rapido em infeccbes secundarias. Os pacientes infectados pelo sorotipo 3
apresentaram titulos mais altos da NS1 em relagdo aos demais sorotipos, possivelmente
devido a resposta mais intensa do sistema imune provocada por esse sorotipo, considerado
mais patogénico na literatura. A maior antigenemia da NS1 observada em pacientes com
4 a 5 dias de doenca e infectados pelo DENV-3 precisa ser ainda mais investigada, de
modo a permitir maior entendimento acerca do comportamento desse possivel

biomarcador da gravidade da dengue.

(6) Viremia mais alta foi observada em infecc¢Ges primarias pelo sorotipo 2 (linhagem 1), o que
é sugestivo da ativacdo mais rapida do sistema imune nos pacientes com infeccdo
secundaria pelo DENV-2 (linhagem 1) e consequente reducdo da viremia. Os niveis mais
altos de carga viral observados em pacientes com idade igual ou superior a 60 anos
infectados pelo sorotipo 3 podem ser explicados pela idade mais avancada e pelo DENV-
3, 0s quais podem ter favorecido o desenvolvimento de uma reposta mais intensa nesses
pacientes de forma a produzir viremia mais alta. A viremia mais alta observada em
pacientes que apresentavam 0 a 1 dia de doenca infectados pelos sorotipos 3 ou 4 era
esperada em funcdo do processo natural de depura¢do do virus no soro.

(7) Pacientes infectados pela linhagem 11 do DENV-2 e com idade igual ou inferior a 12 anos
apresentaram maior chance de desenvolver sinais de alerta/dengue grave em relacéo aos
pacientes das demais faixas etérias, evidenciando que a infec¢do de criangcas por essa

linhagem é um fator de risco para o desenvolvimento da forma grave da dengue.

(8) Encontramos como potenciais marcadores de gravidade da dengue, durante a fase aguda,
o0 sorotipo DENV-3, a faixa etaria de 13 a 19 anos e a linhagem Il do sorotipo 2. Nossos
achados mostram que a interacdo entre fatores relacionados aos hospedeiros e a0 DENV
influenciam o desenvolvimento da forma grave da dengue, ressaltando que a patogénese
da forma grave se configura como um processo complexo e multifatorial, envolvendo a
co-circulacéo dos diferentes sorotipos, a sequéncia de infecgdo de cada um deles e fatores
individuais.
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10 - PERSPECTIVAS

Apesar dos esforgos em combater as epidemias recorrentes de dengue, do investimento
feito para desenvolver uma vacina tetravalente eficiente, da busca ativa por medicamentos que
blogueiem a replicagdo viral, para reduzir a ocorréncia de casos graves, a dengue continua a ser
um grave problema de satde publica. Varios fatores, como a répida urbanizacdo, controle
vetorial ineficiente, além do rapido progresso no transporte aereo, contribuiram para o
surgimento de dengue endémica em mais de 100 paises. Enquanto isso, a busca por marcadores
de gravidade para rastreio precoce da progressdo da doenca tornou-se a estratégia mais viavel
para identificar casos graves e fatais (Allonso et al., 2014).

Apesar do grande interesse na busca por novos marcadores de evolucdo da doenca,
ainda ha poucos estudos descrevendo o potencial da NS1 com essa finalidade. Desta forma,
acreditamos que seria interessante dar continuidade ao estudo da relagéo entre antigenemia e
gravidade da dengue. Uma vez que utilizamos um método semiquantitativo de deteccdo da
NS1, devemos continuar nossa investigacdo utilizando uma metodologia quantitativa que
permita o calculo da concentracdo da NS1 circulante nas amostras positivas em unidades mais
precisas que titulos de diluicéo.

Seria uma contribuicdo relevante realizar um estudo: i) prospectivo, de modo que o
preenchimento completo da ficha epidemioldgica seja acompanhado e, desta forma, termos
melhor qualidade dos dados a serem analisados; ii) com pacientes hospitalizados, que
caracterizam um grupo com sinais de alerta mais graves, além de podermos acompanhar a
evolucdo da doenca e a antigenemia, através de amostras de sangue pareadas; iii) com até 7
dias de doenca, uma vez que os sinais de alerta mais graves tendem a surgir a partir do 5° dia
apos o inicio da febre; iv) com infeccdo primaria e secundaria, para avaliar a influéncia do tipo
de resposta no desenvolvimento de dengue grave; vi) em que os niveis de NS1 sejam medidos

através de um método mais preciso na quantificacdo da antigenemia da NS1.
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12 - ANEXOS

Neste item, estdo incluidos o parecer do Comité de Etica em Pesquisa-CEP/FIOCRUZ,
o trabalho desta tese submetido a revista cientifica indexada e os trabalhos publicados com co-

autoria.
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Ministério da Saude
A Eundagéo Oswaldo Cruz
COMITE DE ETICA EM PESQUISA-CEP/FIOCRUZ

Rio de Janeiro, 13 de maio de 2014.

Solicitagcao de extensao do prazo de execucao de projeto e emenda |

Titulo do Projeto: "Dengue no Brasil: vigilancia virolégica, epidemiologia molecular e
padronizacdo de método soroldgico utilizando antigenos recombinantes”.

Protocolo de pesquisa: 274/05

Pesquisador Responsavel: Dra. Rita Maria Ribeiro Nogueira.

Instituicdo: Laboratério de Flavivirus do IOC/Fiocruz

Foi submetido a apreciagdo do CEP Fiocruz/IOC e APROVADA a solicitagdo de extensdo do
prazo de execugdo do projeto supracitado até 2016, e a emenda solicitando a inclusdo de
Biomanguinhos como colaborador do projeto.

Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Oswaldo Cruz (CEP
FIOCRUZ/IOC), de acordo com as atribuicdes definidas na Resolugdo CNS 466/12, manifestase

pela aprovacdo da solicitacdo de extensdo do prazo de execucgao do projeto supracitado.

Informamos que deverdo ser apresentados relatdérios parciais e relatério final do projeto
de pesquisa. Além disso, qualquer modificacdo ou emenda ao protocolo original devera ser
submetida para apreciacdo do CEP/Fiocruz.

José Henrique da Silva Pilotto
Coordenador
Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
(CEP Fiocruz-IOC)
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Dengue Severity Associated With Age and a New
Lineage of Dengue Virus-Type 2 During an
Outbreak in Rio De Janeiro, Brazil

Priscila Conrado Guerra Nunes, Simone Alves Faria Sampaio, Nieli Rodrigues da Costa,
Marcos Cesar Lima de Mendong¢a, Monique da Rocha Queiroz Lima, Saraiva Eliane M Araujo,
Flavia Barreto dos Santos, Jaqueline Basto Santos Simoes, Bianca de Santis Gongalves,

Rita Maria Ribeiro Nogueira, and Ana Maria Bispo de Filippis*

Flavivirus Laboratory, Oswaldo Cruz Foundation | Oswaldo Cruz Institute, Rio de Janeiro, Brazil

Dengue virus-type 2 (DENV-2) caused three
outbreaks, in the years 1990, 1998, and 2008,
in Rio de Janeiro, Brazil. The 2008 outbreak
was the most severe in reported cases, hospi-
talizations, and deaths. To investigate virolog-
ical and epidemiological factors that may
have contributed to the pathogenic profile of
2008 epidemic, 102 patients sera obtained
during the epidemic and inter-epidemic peri-
ods of three outbreaks were analysed by qRT-
PCR to estimate viremia levels and their
correlation with the clinical, immunological,
and demographic patient characteristics.
DENV-2 isolates from the outbreaks were
sequenced. Two DENV-2 lineages (I and Il) of
the American/Asian genotype were confirmed,
each exclusive for 1990-2002 and 2007-2011,
respectively. The mean viremia level in the
2008 samples was two orders of magnitude
higher than that of the 1990-2002 samples.
Severe dengue cases increased from 31% in
1990-2002 to 69% in 2007-2011; in patients
aged <15 years, from 3% in 1990-2002 to 37%
in 2007-2011. The DENV-2 lineage Il and
younger age significantly contributed to the
pathogenic profile of 2008 epidemic in Rio
de Janeiro. J. Med. Virol. 88:1130-1136,
2016. © 2016 Wiley Periodicals, Inc.
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INTRODUCTION

Dengue virus (DENV) infections have unpredict-
able clinical outcomes ranging from asymptomatic or
a mild febrile illness to severe and fatal disease.
Globally it estimated that 3.6 billion people live in
dengue risk areas [WHO, 2009; Bhatt et al., 2013].

©2016 WILEY PERIODICALS, INC.

Since the introduction of DENV in Brazil in 1981,
about 12 million cases have been reported. In the last 3
decades, Brazil has accounted for 70% of all dengue
cases in the Americas, with the case fatality rate
varying from 1.45% (1995) to 11.25% (2007) [Teixeira
et al., 2009; San Martin et al., 2010; SVS, 2012]. In
particular, the state of Rio de Janeiro (southeast region
of Brazil) has been marked with extensive dengue
epidemics due to the introduction or re-emergence of
different dengue serotypes during the last 28 years.
After the introduction of DENV-2 in 1990, two addi-
tional DENV-2 outbreaks occurred in Rio de Janeiro in
1998 and 2008. The 2008 epidemic was considered to be
of a greater magnitude with 806,036 cases reported
across the country. During this epidemic, approximately
322,000 dengue cases were reported in Rio de Janeiro
with 252 fatal cases [Nogueira et al., 2007; SVS, 2008;
Gibson et al., 2013; Macedo et al., 2013]. Coincidently, a
change in the epidemiological disease profile was ob-
served during the 2008 epidemic with an increase in
severity and the number of affected children <15 years
of age [Teixeira et al., 2009].

According to the phylogenetic analysis of the
DENV-2 strains isolated during the epidemics of
1990, 1998, and 2008 in Rio de Janeiro, the virus
isolated in the 2008 epidemic was genetically differ-
ent from the other epidemics despite belonging to the
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same genotype (American/Asian). Therefore, the 1990
and 1998 viruses were classified as lineage I and
those of 2008 were considered as lineage II [Oliveira
et al., 2010; Faria et al., 2013]. Mechanisms that
determine the variations in the clinical manifesta-
tions of dengue infections are not clearly understood,
but are frequently associated with types of infection,
viral serotype, genotype, lineages, and host genetic
factors [Simmons et al., 2007]. The two most accepted
hypotheses for the pathogenesis of dengue
hemorrhagic fever (DHF) are based on antibody-
dependent-enhancement or virulence of the viral
strain [Halstead et al., 1970; Rosen, 1986; Rico-Hesse
et al., 1997; Silva et al., 2010]. According to
the second hypothesis, disease severity depends on
the degree of virulence of the DENV variants.
Therefore, strains that replicate more efficiently and
reach higher serum titres have a greater epidemic
potential and higher incidence of DHF and dengue
shock syndrome [Rico-Hesse et al., 1997; Vaughn
et al., 2000; Rico-Hesse, 2003; Silva et al., 2010].

The circulation of different DENV-2 lineages in
Brazil has been described in phylogenetic studies
[Oliveira et al., 2010; Drumond et al., 2013; Faria
et al.,, 2013; Romano et al., 2010]; however, the
impact of these lineages in the Brazilian population
has not been previously evaluated. In the present
study, we analyzed the epidemiological profile of
DENV-2 strains (lineages I and II) circulating in Rio
de Janeiro through the correlation of viremia levels,
disease severity and patients characteristics, in order
to determine the factors that may have contributed to
the pathogenic profile of the 2008 epidemic.

MATERIALS AND METHODS
Specimens

We obtained 102 serum from patients in Rio de
Janeiro representative of periods of lineages circula-
tion (American/Asian genotype), 1990-2002 (lineage I)
and 2007-2011 (lineage II), respectively, which encom-
pass the three DENV-2 epidemics (1990, 1998, 2008).
Acute serum (days 1-4) were selected from patients
previously confirmed as DENV-2 [Lanciotti et al,
1992] and clinically classified as dengue or severe
dengue [WHO, 2009]. The major symptoms used for
clinical classification of dengue cases were patients
presenting fever with two or more of the following
symptoms: headache, pain behind the eyes, muscle
and joint pains, nausea, vomiting or rash. The severe
dengue cases presented symptoms of respiratory insuf-
ficiency, severe bleeding, organ failure or death. Cases
were further classified according to the immune status
of the patient (i.e., primary or secondary dengue
infection) [Miagostovich et al., 1999].

Quantification of Viral RNA

Viral RNA was extracted from 140wl of human
serum specimens with the QIAamp Viral RNA Mini
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Kit (QIAGEN, Valencia, CA) in accordance with the
manufacturer’s suggested protocol. Viremia levels
were measured by serotype-specific qRT-PCR assay
using a previously reported protocol [de Oliveira
Poersch et al., 2005]. The number of copies of viral
RNA detected was calculated by generating a stan-
dard curve using five points by 10 times dilution of
RNA extracted from a DENV-2 prototype, strain
40247, with a title of 8,7 x 107 PFU/ml, which was
determined by a plaque assay [Azevedo et al., 2011].

Sequencing and Phylogenetic Analysis

Partial genome sequencing of the envelope (E) gene
of DENV-2 isolates from 1990 to 2002 (n=19) and
2007 to 2011 (n=25) were performed on PCR ampli-
fied products as previously described [Faria et al.,
2013]. A multiple alignment of the sequences was
performed using CLUSTAL W (http:/www.ebi.ac.
uk/clustalw/); phylogenetic analysis was conducted
using the MEGA 5 software (www.megasoftware.net)
and the neighbor—joining method according to the
[Tamura et al., 2011].

Statistical Analyses

SPSS software for Windows 21.0 (SPSS Inc.,
Chicago, IL) was used for all parametric tests (¢-test
and/or Fisher’s test). Differences were considered
significant for P-values <0.05.

Ethical Approval

Study approved by the Oswaldo Cruz Foundation
Ethical Committee in Research (Resolution number:
CSN196/96) and the Ministry of Health, Brazil.

RESULTS

Patient Serum Samples and Inter-Relationships
Between Variables

A total of 102 serum samples were analyzed from
patients affected with DENV-2 lineages I and II
during 1990-2002 (mn=52; 51%) and 2007-2011
(n=50; 49%), respectively. From 1990 to 2002, 77%
(40/52) of samples were from 1990 (n=20) and 1998
(n=20) epidemics, respectively and approximately
80% (40/50) from the period 2007 to 2011 were from
the 2008 epidemic; therefore, about two random
samples were selected from each year for genetic
characterization to represent the other years in
both periods. Cases from the interim period (i.e.,
2003—-2006) and after 2011 were not included in this
study because there was no DENV-2 activity in Rio
de Janeiro during these periods.

The demographic characteristics of the patients
included a male:female ratio of 1:1.04 (50 males and
52 females) and an age range of 1-88 years. Approxi-
mately 21% (18/85) of patients were aged <15 years
and 79% (67/85) of patients were aged >16 years; age
data were missing for 17% (17/102) of patients.
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Regarding types of infection, primary and secondary
infections were observed in 29% (30/102) and 71%
(72/102) of patients, respectively. According to the
clinical classification, 70% (67/102) and 34% (35/102)
of patients were dengue and severe dengue, respec-
tively. According to the correlation of types of infec-
tion versus clinical classification by age group, 72%
(13/18) of the patients aged <15 years had secondary
infection, which was classified as severe dengue 54%
(7/13) or dengue 46% (6/13). Primary infection ac-
counted for 28% (5/18) of patients aged <15 years
and 80% (4/5) of those cases involved severe dengue.
In the subgroup of patient aged >16 years, 27%
(18/67) and 73% (49/67) of cases were primary and
secondary infections, respectively. Out of the second-
ary infection cases, 33% (16/49) and 67% (33/49) of
cases progressed to severe dengue and dengue,
respectively. In contrast to the subgroup of patients
aged <15 years, a smaller fraction of the population
in the older subgroup had primary rather than
secondary infection and 22% (4/18) of those pro-
gressed to severe dengue.

Correlation Between DENV-2 Infection Periods
and Patient Variables

The correlations between the infection periods and
patient characteristics (i.e., age, gender, disease sever-
ity, and types of infection) were analyzed. During
1990-2002, due to the epidemiological pattern of
dengue in Brazil, the great majority of the cases
involved patients aged >16 years (97%). In this
period although we have received samples from 10 pa-
tients <15, only one fulfilled the inclusion criteria
to have DENV-2 confirmed, IgM confirmed the
remaining cases as dengue. Whereas, during
2007-2011, the number of patients age <15 years
increased to 37%, furthermore, the number of severe
dengue cases increased from 21% in 1990-2002 to 56%
in 2007—2011. However, gender and types of infection
were not significantly correlated with disease severity
in the two periods.

The correlations between clinical classification (i.e.,
dengue and severe dengue) and key variables (i.e.,
age, gender, types of infection, and viral lineage)
(Table I) were analyzed using Fisher’s test. No
correlations were observed between the clinical clas-
sification and types of infection (P=0.650) or gender
(P=0.060), but more men than women presented
with severe dengue (63% vs. 37%, respectively).
However, age and lineage appeared to be correlated
with the clinical classification. The relative frequency
of severe dengue cases was significantly higher in
patients aged <15 years than older patients
(P=0.025). There were significantly more cases of
severe dengue than dengue cases with lineage II
than lineage I (P=0.006). Thus, after the emergence
of lineage II, 69% of the cases were classified as
severe dengue, when compared to the lineage I only
31% of the cases were serious. Furthermore,
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TABLE I. Comparisons of Different Categorical Variables
in Relation to Dengue Disease Severity

Categorical Severe dengue Dengue
variables (%) (%) P-value
Age
<15 years 11/31 (35) 7/54 (13)  0.025
>16 years 20/31 (65) 47/54 (87)
Gender
Female 13/35 (37) 39/67 (58)  0.060
Male 22/35 (63) 28/67 (42)
Lineage
I 11/35 (31) 41/67 (61)  0.006
II 24/35 (69) 26/67 (39)
Types of infection
Primary 09/35 (26) 21/67 (31)  0.650
Secondary 26/35 (74) 46/67 (69)

coincidently or not the younger population were more
affected during lineage II circulation.

Correlation Between RNA Viremia Level of
DENV-2 Lineages I and II and Patient
Characteristics

The analysis of the viremia level for studied
subgroups is shown in Table II. In general, the
viremia level was two orders of magnitude higher in
sera from 2007 to 2011 (lineage II) than from 1990 to
2002 (lineage I). Notably, the mean serum titres of
DENV-2 in patients, clinically classified as severe
dengue cases from either period, were higher than
those classified as dengue cases, but only severe cases
of lineage II were statistically significant (P =0.006).
Age and lineage II were statistically significant
(P=0.009). There were no significant differences
between the age subgroups when analyzed cumula-
tively for both periods (i.e., 1990-2011; P=0.680). No
significant relationship was observed between the
viremia level and gender (lineage I; P=0.308 and

TABLE II. Correlation of Viremia Level in Dengue Virus-
Type 2 Lineages With Clinical Classification, Types of
Infection, Gender, and Age

1990-2002 2007-2011
(Lineage I) (Lineage II)
Categorical Viral load Viral load
variables (RNA/mL) P-Value (RNA/mL) P-Value
Age
<15years 1,74x10° 0.072  9,68x10"  0.009
>16 years 1,62 x 10* 1,17 x 10°
Gender
Female 7,13x10*  0.308 1,04 x10°  0.765
Male 1,44 x 10* 1,23 x 107
Clinical classification
Severe 5,27x10*  0.893 1,42x10°  0.006
dengue
Dengue 4,44 x 10° 5,21 x 10°
Types of infection
Primary 1,61x10>  0.060 9,36x10°  0.218
Secondary 6,78 x 10* 9,27 x 10°
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lineage II; P =0.765) and types of infection (lineage I;
P=0.060 and lineage II; P=0.218) using sera from
both periods.

Phylogenetic Analysis

In order to confirm no co-circulation of the two
lineages during the periods studied, 44 DENV-2
isolates from period encompassing the three DENV-2
epidemics (early, mid, and late) were randomly
selected for sequencing the E gene. According to the
sequencing results, there was no concomitant circula-
tion of the two lineages. Lineage I alone was identi-
fied in the 1990-2002 samples, whereas samples from
2007 to 2011 had lineage II exclusively (Fig. 1).
Samples from 2003 to 2006 and after 2011 were not
included because there was no DENV-2 activity in
Rio de Janeiro during these periods.

DISCUSSION

After 7 years without detectable activity, DENV-2
re-emerged in April 2007 in Rio de Janeiro causing
one of the most severe dengue epidemics already
reported in the State in 2008 [SVS, 2008; Macedo
et al., 2013]. According to the phylogenetic analysis
of the DENV-2 strains from the entire study period
(i.e., 1990-2011), which encompass the introduction
and the two re-emergences, the DENV-2 isolates in
Rio de Janeiro from 2007 onwards were genetically
distinct from those found earlier despite belonging to
the same genotype (American/Asian); these viruses
were grouped as lineage II.

Several investigators have sought to identify
clinical-epidemiological and laboratory predictor pat-
terns for dengue severity by examining correlations
with viremia levels [Vaughn et al., 2000; Thomas
et al., 2008]. An increase in dengue severity has been
associated with DENV-2 and DENV-3 serotypes
[Rico-Hesse, 2003]. In this study, results suggest that
lineage was an important factor for disease severity
because higher viremia levels and severe dengue
were more frequent observed in patients infected by
DENV-2 lineage II than by lineage I, both belong to
American/Asian genotype.

The observed disappearance of lineage I viruses
and temporal replacement by lineage II viruses after
2007, which was associated with a higher RNA
viremia level and a greater disease severity during
the 2008 epidemic, supports the hypotheses that
viruses replicating more efficiently can out-compete
and displace those that have lower epidemiological
impact [Rico-Hesse et al., 1997; Rico-Hesse, 2003; Vu
et al., 2010; OhAinle et al., 2011].

The association of viremia levels with the im-
mune status and their relationship with disease
progression remain contradictory. A secondary in-
fection with DENV-2, which was characterized by a
greater disease severity and high viremia level, was
reported in patients who were previously infected
with DENV-1 or DENV-3 [Alvarez et al., 2006]. The
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sequence of introduction and re-emergences of
dengue viruses in Rio de Janeiro was as follows:
DENV-1 in 1986, DENV-2 in 1990, DENV-3 in
2001, DENV-2 in 2007, DENV-1 in 2010, and
DENV-4 in 2011. Severe cases and deaths began to
be reported during the first epidemic of DENV-2 in
1990, this number increased during DENV-3 epi-
demic in 2002; however, during DENV-2 epidemic
in 2008 there was an increase of twofold higher in
the case fatality rate for dengue in the state,
coincidently during the circulation of lineage II.
According to our results, independent of the period
of lineage circulation, secondary infection was not
correlated with disease severity. There were no
significant association between higher viremia lev-
els and disease due to immune status in patients
previously infected with DENV-1 and/or DENV-3,
which circulated widely in Rio de Janeiro in 1986—
1997 and 2001-2006, respectively, before the intro-
duction and re-emergence of DENV-2 in 1990 and
2008 [Nogueira et al., 2007; Teixeira et al., 2009;
SVS, 2012; Macedo et al., 2013].

In contrast with what is observed in other endemic
regions of the world, in Brazil since its introduction,
dengue was predominant among individuals >15
years; from 2007 to 2009, there was an age shift in
which the disease affected mainly children aged <15
years. During 2008 epidemic, the state of Rio de
Janeiro was responsible for 37% of reported dengue
cases in Brazil [Ramos and Machado, 2014], from
these, 50% of dengue cases and 86% of deaths
occurred in individuals <15 years [Teixeira et al.,
2009]. Furthermore, there was also a sevenfold
increase in the number of hospitalizations of children
under 1 year of age, shifting from 8% of the total
number of cases per 100,000 inhabitants in 2002
during DENV-3 epidemic to 57% in 2008. This
epidemiological profile changed in 2010 during the
huge DENV-1 epidemic (more than one million cases)
with a shift of the disease to age group >60 years.
During DENV-1 epidemic the state of Rio de Janeiro,
epicentre of 2002 (DENV-3) and 2008 (DENV-2)
epidemics responded for only 2.9% of the dengue
cases in the country.

In our casuistic besides the significant association
with disease severity, higher RNA viremia levels was
observed in <15 years group during lineage II
circulation suggesting that age was an important
factor for the peak of viremia. The association of an
emergent lineage of DENV-2 with higher viremia
was also described in paediatrics inpatients from Viet
Nam [Vu et al., 2010].

Physiological, immunological, and behavioral condi-
tions can contribute to a substantially higher rate of
mortality. Furthermore, gender is one of the risk
factors that have been associated with severe dengue
and dengue deaths. In Brazil, the distribution of
dengue cases by sex is proportional but with a slight
increase for women, in a study conducted from 2002 to
2010, women represented 55% of dengue cases in the
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Fig. 1. Phylogenetic relation of DENV-2 isolates spanning the three DENV-2 epidemics and
the two lineages 1990-2002 (Lineage I) and 2007-2011 (Lineage II). The sequenced strains
representing the periods of our study are marked with black dots.
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country [Siqueira et al., 2010]. In our study, the
population was homogeneous for gender (52% women
and 50% men), but 37% of women and 63% of men
were classified as having severe dengue. Although the
rate of severe dengue in men has been higher than
that in women, disease severity was not significantly
associated with gender in this study, which corrobo-
rates with previous observations [Wang et al., 2003].

There were no observed associations between dis-
ease severity and immune status, age, or gender
during the lineage I period and the occurrence of
higher viremia levels during the lineage II period
reinforces the hypothesis that strains with higher
virulence are an important factor for disease severity
[Simmons et al., 2007; Romano et al., 2010], as
observed during the 2008 epidemic.

In Brazil, the circulation and evolution of DENV-2
lineages were previously reported [Halstead et al.,
1970; Drumond et al., 2013]; however, this was the
first report in which the epidemiological impact of
these lineages are described in the Brazilian popula-
tion. According to our data, the ability of a lineage II
to replicate at higher titres and the high susceptibil-
ity to DENV-2 in the individuals <15 years may have
been key factors for the disease dynamics in the 2008
epidemic.

The hyperendemicity of dengue with co-circulation of
multiple DENV serotypes, emergence or re-emergence
of new serotypes, virulent genotypes or lineages,
constant replenishment of susceptible individuals due
to birth cohort, and high density of Aedes aegypti are a
constellation of factors contributing to the serious
dengue scenario observed in the last 10 years in Brazil.
Until a vaccine is available, the only strategy to
prevent the worsening situation is to improve measures
of vector control and medical assistance to the
population.
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Introduction: Dengue and meningococcal disease are caused by two different agents: a
flavivirus and a Gram-negative bacterium, respectively. The first symptoms of both diseases can
be indistinct and a rapid and accurate diagnosis is crucial, considering that both diseases are
associated with high morbidity and mortality, representing a major public-health problem in Brazil.

Case presentation: We report a fatal case of co-infection of dengue virus (DENV) and
Neisseria meningitidis in a 54-year-old patient. The serum tested positive for DENV NS1
antigen, and N. meningitidis serogroup C was detected by nspA-PCR. Following the initial
positive result for DENV infection, rRT-PCRwas performed and DENV-4 was confirmed.

Conclusion: Our report highlights the importance of accurate differential diagnosis during
periods of high circulation of DENV, in order to provide adequate management and an improved
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Introduction

Despite being aetiologically distinct diseases, both dengue,
caused by one of four serotypes of dengue virus (DENV),
and meningococcal meningitis, caused by the Gram-nega-
tive bacterium Neisseria meningitidis, can initially present
with similar clinical symptoms, such as high fever, dizziness
(potentially evolving to central nervous system injuries),
petechial rash or an occasionally fatal shock syndrome
(Coureulil et al., 2013; Stephens et al., 2007).

Dengue is hyperendemic in Brazil, with outbreaks occurring
almost yearly. The co-circulation of all four DENV sero-
types in all Brazilian states has increased the incidence of
severe cases, hospitalizations and death secondary to dengue
infection (Siqueira et al, 2005). Since the first reports of
dengue in the 1980s, more than 10 million cases have been
diagnosed (Brasil Ministério da Saide SVS/MS, 2016).

Abbreviation: DENV, dengue virus.

During 2012, 565510 cases of dengue infection were
reported in Brazil, including 4055 cases of severe dengue
infection and 284 related deaths (Brasil Ministério da Satude
SVS/MS, 2016; van Panhuis et al., 2014; Zambrano & San
Martin, 2014; Pan American Health Organization (PAHO)
2016, PAHO/World Health Organization programme —
dengue, http://www.paho.org/hg/index.php?option=com_
topics&view=article&id=1&Itemid=40734, accessed on 25
May 2016. In the state of Rio de Janeiro, a total of 181 169
cases with 43 deaths were reported in 2012. In the same
year, a total of 2083 cases of meningococcal disease were
notified, with 440 deaths in Brazil. At the same time in Rio
de Janeiro, a total of 390 cases of meningococcal disease
with 96 deaths were reported (SVS/SES-RJ, 2016).

Unlike dengue, almost all pathogenic N. meningitidis
serogroups are preventable by immunization; however,
meningococcal disease is still endemic in our country, being
the leading cause of bacterial meningitis in Brazil. The inci-
dence of meningococcal disease in Brazil ranges from 1-1.5
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cases per 100000 inhabitants, with a reported case-fatality
rate over the past 10 years of about 11 % when presenting
as meningitis, 16 % as meningitis with septicaemia, rising to
38% in septicaemia, with an overall case-fatality rate of
20 % (Brasil Ministério da Saide SVS/MS, 2015). The clini-
cal forms of meningitis, meningitis with septicaemia and
septicaemia alone accounted for 39.2, 33 and 27.8 %,
respectively, of the confirmed cases of meningococcal dis-
ease in Brazil during this period of time. (Gorla et al,
2011). Meningococcal disease is frequently observed in epi-
demic waves or in local outbreaks, which might be influ-
enced by virulent strains, crowded locations with poor
ventilation, climate and lower socioeconomic status. Some
authors have previously described bacterial co-infection
during the course of a viral infection with DENV
(Srirangaraj et al., 2014; Pérez Rodriguez et al., 2014; Tsai
et al., 2013; Nagassar et al., 2012); however, this is, to the
best of our knowledge, the first report of a fatal case of co-
infection of DENV and N. meningitidis.

Patients presenting with DENV or with N. meningitidis
infection might experience similar symptoms, including
high fever, prostration, joint pain, neck stiffness and pete-
chial rash. With regards to the potentially overlapping signs
and symptoms, rapid accurate diagnosis is vital, to aid
proper management and improve the outcome.

Case report

During a dengue outbreak in 2013 in the state of Rio de
Janeiro, a 54-year-old gentleman presented to an urgent care
facility with fever and dyspnoea. Initially, the diagnosis of
community acquired pneumonia was made and the patient
was discharged home with a prescription for a 10 day course
of oral amoxicillin with clavulanic acid, 500 mg every 8h.
Three days later, he was readmitted with severe headache,
fever and confusion, with peripheral cyanosis and a petechial
rash. On laboratory testing, the patient was found to be
thrombocytopenic and had acute renal failure, requiring
urgent haemodialysis. Due to the presenting clinical picture,
blood samples were collected to test for dengue and meningo-
coccal infection. Blood cultures were negative for N. meningi-
tidis. A lumbar puncture with cerebral spinal fluid analysis
disclosed an opening pressure of 30 cm H,O, a cell count of
750 white blood cells per field (90 % neutrophils), protein lev-
els of 102 mg dl~" and glucose levels of 45 mg dl~". Cerebral
spinal fluid cultures were not performed by the admitting
hospital. The patient was immediately started on ceftriaxone,
2 g intravenously every 12 h. The results of NS1 antigen testing
and RT-qPCR for dengue (Lanciotti ef al., 1992) were positive
for DENV-4 and anti-dengue IgM was negative. A nspA-PCR
assay (de Filippis et al., 2005) performed to detect meningo-
coccal disease confirmed N. meningitidis infection, and
serogroup C was determined by siadA-PCR (Tzanakaki et al.,
2003). The amplified nspA DNA fragment was sequenced in
both directions and confirmed as the nspA gene. The DNA
sequence was submitted to GenBank under accession number
KP721282. Unfortunately, after 5 days in a critical care unit,

the patient developed multi-system organ failure and died.
The medical team in charge reported meningococcal disease
as the cause of death on his death certificate.

Discussion

The natural habitat of N. meningitidis is the human nasophar-
ynx, where it can live as a commensal in about 10% of the
population for a few months without causing invasive disease.
These individuals are called asymptomatic carriers. For
unknown reasons, 5-10 % of the carriers might develop inva-
sive disease with devastating consequences, such as meningi-
tis, sepsis (meningococcemia) and acute adrenal failure
(Waterhouse—Friederiksen’s syndrome) (Gasparini et al.,
2012; Varon et al., 1998). Meningococcal disease is a vaccine-
preventable disease for 4 of the 5 most common serogroups
(A, C, W135, Y). At the time of the reported case, there was
no vaccine available against serogroup B meningococci. In the
beginning of 2015, a four-component protein vaccine against
serogroup B was introduced in immunization calendars in
Europe and the USA. In the same year, the vaccine was also
approved in Brazil for use in private vaccination clinics. The
world’s first dengue vaccine was released in 2015 and was
approved for use in Brazil in January 2016, but it is not yet
listed in the national immunization calendar. Dengue disease
has no specific antiviral treatment currently available.

It is known that dengue affects the immune system, predispos-
ing patients to other infections. It is possible that the patient
was initially an asymptomatic carrier of the bacterium, who
afterwards acquired DENV infection, and the resulting low
immunity caused by dengue led to meningococcal invasive dis-
ease. Conversely, the most important human defence against
bacterial infection is the immune system, so it is also possible
that the patient was acutely exposed to N. meningitidis while
his immune defences where compromised by an acute DENV
infection.

Supportive care is basically the only therapy against dengue.
Management of severe dengue requires careful attention to
fluid management and diligent treatment of haemorrhages.
In addition, meningococcal disease is a preventable infection,
and early administration of appropriate antibiotics can result
in a successful outcome. There are several diseases that can
present with strikingly similar symptoms, such as dengue,
yellow fever, leptospirosis and meningococcal meningitis,
among others. Therefore, it is crucial that even during peri-
ods of high circulation of dengue, cases with atypical clinical
presentations, particularly the ones with neurological
involvement, are further investigated for a potential co-infec-
tion with other agents. Different therapies are currently rec-
ommend for these diseases, and prompt medical attention
with rapid and accurate diagnosis is imperative, as it might
significantly impact the final outcome.
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LETTERS

Zika viruses by PCR. These results were confirmed by
the Shanghai Center for Disease Control and Prevention
and the China Center for Disease Control and Prevention.
Yellow fever virus RNA remained detectable 9 days after
symptom onset in serum and for an additional 3 days in
urine and feces.

A person from China traveling to a yellow fever—en-
demic area would usually receive vaccination against yel-
low fever (4). Persons such as our patient, who cannot or
should not receive vaccination for yellow fever, should be
monitored closely. As of April 2, 2016, a total of 9 imported
cases of yellow fever were reported in China: 4 cases in
Fujian Province, 4 cases in Beijing, and 1 case in Shanghai.
All 9 cases occurred in travelers returning to China from
Angola; no local cases have been reported.

The mosquito density is low in Shanghai, and the
temperature typically is low in March, suggesting that the
imported case we describe will probably not result in mos-
quito-borne transmission. However, in the upcoming sum-
mer, the risk for onward transmission of travel-associated
yellow fever in China will warrant increased vigilance. To
help prevent the importation and potential spread of yellow
fever in China, the Chinese government now requests proof
of vaccination for yellow fever from persons traveling to
China from Angola.
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To the Editor: Zika virus infection, which has been as-
sociated with microcephaly and other neurologic disorders,
has reached the level of public health emergency of inter-
national concern (/). Zika virus (family Flaviviridae, genus
Flavivirus) is transmitted by mosquitos of the genus Ae-
des (2). The virus was first isolated from a serum specimen
from a rhesus monkey in the Zika Forest of Uganda in 1947
(3). After 2007, a rapid geographic expansion of the virus
was observed, including outbreaks in the Pacific region (4)
and, more recently, in South America. Brazil reported the
first autochthonous case of Zika virus disease in April 2015
(5), and subsequently, increasing numbers of cases have
been reported, especially in northeastern Brazil (6).

Studies on the natural history of Zika virus infection
are scarce. Previous research defined Zika virus infection
as a dengue-like illness, typically characterized by fever,
maculopapular rash, arthralgia, and conjunctivitis (4). Al-
though some patients have all of these symptoms during
early onset, fever is not an early symptom for all. Here we
describe the frequency of signs and symptoms from a sam-
ple of clinic patients in Rio de Janeiro, Brazil, who were
later confirmed to have Zika virus disease by using real-
time reverse transcription PCR (rRT-PCR).

We retrospectively collected clinical data on a conve-
nience sample of 57 patients found to be Zika virus—posi-
tive by rRT-PCR who had medical attention at the 24-hour
acute care clinic of Manguinhos in Rio de Janeiro during
April 28-June 8, 2015. Data were collected from elec-
tronic medical records and surveillance reports. Data were
anonymized and included age, sex, and signs and symp-
toms documented on the first clinic visit of patients who
reported acute rash, dengue-like illness, or both. Fever
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was documented either through direct measurement in the
clinic or by patient self-report. Pregnancy status was not
assessed. We collected blood samples for serum sample
testing during each patient’s initial visit to the clinic and
tested for Zika virus using rRT-PCR as described by Lan-
ciotti et al. (7); all samples were collected within 7 days of
illness onset. Patients were not tested for dengue or chi-
kungunya viruses. We did not measure the duration of any
sign or symptom.

Of'the 57 Zika virus disease case-patients, median age
was 34 years; 63% were women (Table). The most com-
mon sign or symptom was exanthema (98%), followed by
headache (67%), fever (67%), arthralgias (58%), myal-
gias (49%), and joint swelling (23%) (Table). Conjuncti-
vitis was observed in 39% case-patients and retro-orbital
eye pain was reported by 40%. Among 30 patients who
had fever assessed by clinic staff, median temperature was
38°C (range 37.5°C —38.5°C). One patient had no rash or
joint swelling but did have all other symptoms. One pa-
tient’s sole symptom was rash. No patients were referred
for hospitalization.

Our clinic-based study of 57 rRT-PCR-confirmed
cases of Zika virus disease found rash to be the most com-
mon symptom for which patients sought care (98%); fever,
generally low-grade, was reported or observed in 67%. Be-
cause our study design was retrospective in nature, wherein
we reviewed records for selected patients in whom Zika
was subsequently found to be laboratory-confirmed by us-
ing rRT-PCR, we may have introduced selection bias to our
sample, limiting the generalizability and comparability of
our results. For example, clinic staff may have seen patients
with mild symptoms but decided not to test for the virus,
leading to a bias toward testing patients with more severe
rash. It is also possible, considering the retrospective nature
of our data collection, that some data points were not ac-
curately recorded and could not be validated. Despite these
limitations, our data suggest the term “Zika fever” is not a

Table. Characteristics of Zika virus disease patients seeking
care in an acute care clinic, Rio de Janeiro, Brazil, April 28—
June 8, 2015

Characteristic Value*

Cohort, no. patients 57
Age, y 34 (25-40)
Female sex 36 (63)

Symptoms
Exanthema 56 (98)
Fevert 38 (67)
Days from symptom onset to exanthema 1(0-2)
Arthralgia 33 (58)
Itching 32 (56)
Headache 38 (67)
Myalgia 28 (49)
Retro-orbital pain 23 (40)
Conjunctivitis 22 (39)
Joint swelling 13 (23)

*Median (interquartile range) or no. (%) case-patients.
tMeasured in medical office (n = 30) or self-reported (n = 8).
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helpful substitute term for Zika virus disease. Furthermore,
referring to the illness caused by this virus as “Zika fever”
(8) may be misleading and should probably be avoided un-
til further more systematic studies clarify the frequency of
fever as a symptom.

Although patient sampling and laboratory testing
methods are not directly comparable to our study, a 2015—
2016 assessment in Puerto Rico detected Zika virus in 30 of
155 case-patients in whom Zika virus disease was suspect-
ed. In that study, laboratory-confirmed disease was defined
as detection of Zika virus RNA by using rRT-PCR or IgM
by using ELISA. Among the 30 confirmed cases, the most
frequently reported signs and symptoms were rash (77%),
myalgia (77%), arthralgia (73%), and fever (73%) (9). The
February 12, 2015, interim case definition published by the
World Health Organization describes a suspected case-pa-
tient as a person with rash, fever, or both, in addition to 1 of
3 other listed symptoms (/0). Like the Puerto Rico report,
our report supports the established World Health Organi-
zation case definition indicating that the presence of rash,
fever, or both should be emphasized as primary character-
istics of Zika virus disease.

Dr. Cerbino-Neto is an infectious diseases specialist and
epidemiologist, a researcher at Oswaldo Cruz Foundation in
Brazil, and Deputy Director of Clinical Care at the National
Institute of Infectious Diseases. His primary research interests
are immunization, health surveillance systems, and emerging
infectious diseases.
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To the Editor: News coverage of emerging infectious
diseases tends to be episodic and ephemeral rather than
thematic, comprehensive, and consistent over time, in part
because of newsroom constraints (/—3). Public health au-
thority announcements may help drive peaks in coverage
and warrant attention, in particular given the importance

of trust and credibility for information acceptance (4,5).
Moreover, online search behavior and social media interac-
tion tend to respond to news coverage, especially for novel
health issues (6,7).

The nature of Zika virus transmission as a novel phe-
nomenon not completely understood by researchers could
encourage anxiety and fear among the public (8,9). Pat-
terns of social interaction and search behavior regarding
Zika virus can point to opportunities and constraints for
education efforts.

To assess relationships between news coverage, so-
cial media mentions, and online search behavior regarding
Zika virus, we studied data available for January 1-Febru-
ary 29, 2016. Although news outlets occasionally covered
Zika virus before 2016, our selected period included prom-
inent announcements. For example, on January 28, the
World Health Organization declared that Zika virus was
“spreading explosively” (/0), and the Centers for Disease
Control and Prevention issued a travel alert. On February
3, authorities reported the first case that appeared in the
United States.

Across 3 data sources, we searched for mentions of
“Zika” or “El Zika.” We used Google Trends (Google Inc.,
Mountain View, CA, USA) to assess the number of total
searches that originated in the United States, Guatemala,
or Brazil for these terms, relative to total Google searches
for any topic for the same period. We used a scale of 0—100
(as an indicator of relative volume), with 50 representing
half the volume as 100 but not a specific absolute number.
Zika virus has been detected in >25 countries since 2015;
the countries selected were places where transmission has
been relatively widespread or where Zika virus had not yet
been but was anticipated to be. We used a monitoring tool,
Crimson Hexagon (http://www.crimsonhexagon.com/), to
capture the total number of daily Twitter posts (tweets) and
focused on tweets geotagged as originating from the United
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Figure. Comparison of number of tweets by individual persons, Google searches by individual persons, and Associated Press news
stories about Zika virus in the United States, Guatemala, and Brazil, January 1-February 29, 2016.
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