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RESUMO

A dengue € uma arbovirose caracterizada por febre alta, exantema e manifestacées
hemorrégicas causada pelo virus dengue (DENV1-4). O DENV é um virus RNA fita
simples de polaridade positiva pertencente a familia Flaviviridae e ao género
Flavivirus. No Brasil, a doenca vem causando sucessivos surtos nos ultimos 30
anos, sendo as regides Sudeste e Nordeste as mais afetadas. No Nordeste, o
estado de Pernambuco (PE) reportou em 2010 o maior nimero de casos de dengue
grave na sua historia, indice que se manteve elevado no ano seguinte, com a
introducdo do DENV-4. Neste sentido, o presente estudo teve como objetivo
principal a caracterizacdo de aspectos clinicos, epidemiol6gicos, Vvirais e
imunoldgicos de casos suspeitos de dengue provenientes de epidemias ocorridas
em PE. Para isto, foram avaliados dados clinicos, epidemiolégicos e laboratoriais de
403 casos suspeitos atendidos no Hospital Universitario Oswaldo Cruz em
Recife/PE. Além disso, 191 amostras séricas foram analisadas para os estudos
imunoldogicos e virologicos. Os pacientes foram classificados de acordo com a nova
classificacdo da OMS, 2009 nos seguintes grupos: DSSA (19%, 78/403), DCSA
(80%, 321/403), e DG (1%; 4/403). A distribuicdo temporal e espacial, evidenciou
qgue junho e julho foram 0s meses que mais reportaram casos nos anos de 2010 e
2011, e Recife foi a cidade que mais concentrou casos da doenca. O sexo feminino
foi o género mais acometido (216/403, 53,60%), enquanto que pacientes de 06-10
anos foram os mais afetados. A febre foi o sinal clinico mais reportado (99,26%;
400/403), seguido de dor abdominal (66%; 266/403). Além destes, sinais classicos
como exantema (38,71%, 156/403) e manifestacdbes hemorragicas (43,42%;
175/403) também foram frequentes nesta casuistica. O diagndstico laboratorial
confirmou a infeccao pelo DENV em 72,8% (139/191) dos casos, e 0 MAC ELISA foi
teste mais sensivel (94,31%; 116/123), seguido pelos testes de NS1 (16,20%;
23/142), RT-PCR (14,60%; 20/137) e isolamento viral (4,0%; 1/25). Noventa e quatro
(94%) dos pacientes diagnosticados com dengue apresentaram trombocitopenia. O
diagndstico molecular evidenciou a prevaléncia de DENV-1 e a identificacdo dos
demais sorotipos no ano de 2010, bem como a ocorréncia coinfec¢cado entre DENV-
1/2 (n=2) e DENV-1/3 (n=1). A analise filogenética de DENV-1 constatou a presenca
do gendtipo V e a linhagem 1b. A quantificacdo de quimiocinas e fatores de
crescimento por ELISA indicou: i) niveis séricos aumentados de MCP-1/CCL2, IP-
10/CXCL10 e HGF nos pacientes DSSA e DCSA/DG quando comparados com 0s
grupos controle ii) baixos niveis séricos de RANTES/CCL5 e PDGF-BB nos
pacientes DSSA e DCSA/DG comparados com controles e iii) baixos niveis séricos
de EGF nos pacientes DCSA/DG. Esses resultados demonstram que além de
mediadores sollveis classicos como as quimiocinas, fatores de crescimento
parecem exercer papel importante na patogénese da infeccao pelo DENV.
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ABSTRACT

Dengue is an arbovirose characterized by high fever, rash and hemorrhagic
manifestations and is caused by the dengue virus (DENV1-4). DENV is a positive-
polar single-stranded RNA virus belonging to the Flaviviridae family and to the genus
Flavivirus. In Brazil, the disease has been causing successive outbreaks in the last
30 years, with the Southeast and Northeast being the most affected. In the
Northeast, the state of Pernambuco (PE) reported the highest number of severe
dengue cases in its history in 2010, an index that remained high in the following year
with the introduction of DENV-4. In this sense, the main objective of this study was
the characterization of clinical, epidemiological, viral and immunological aspects of
suspected dengue cases from epidemics occurring in PE. For this, we evaluated the
clinical, epidemiological and laboratory data of 403 suspected cases attended at the
University Hospital Oswaldo Cruz in Recife / PE. In addition, 191 serum samples
were analyzed for immunological and virological studies. Patients were classified
according to the new WHO classification, 2009 in the following groups: DSSA (19%,
78/403), DCSA (80%, 321/403), and DG (1%, 4/403). The temporal and spatial
distribution showed that June and July were the most reported cases in the years
2010 and 2011, and Recife was the city that most concentrated cases of the disease.
The female gender was the most affected (216/403, 53.60%), while patients aged 6-
10 years were the most affected. Fever was the most reported clinical sign (99.26%,
400/403), followed by abdominal pain (66%, 266/403). In addition, classic signs such
as exanthema (38.71%, 156/403) and hemorrhagic manifestations (43.42%,
175/403) were also frequent in this series. The laboratory diagnosis confirmed DENV
infection in 72.8% (139/191) of the cases, and the MAC ELISA was the most
sensitive test (94.31%, 116/123), followed by the NS1 test (16.20%, 23/142), RT-
PCR (14.60%, 20/137) and viral isolation (4.0%, 1/25). Ninety-four percent (94%) of
patients diagnosed with dengue had thrombocytopenia. The molecular diagnosis
revealed the prevalence of DENV-1 and the identification of the other serotypes in
2010, as well as the occurrence of co-infection between DENV-1/2 (n = 2) and
DENV-1/3 (n = 1). DENV-1 phylogenetic analysis found the presence of genotype V
and lineage 1b. Quantification of chemokines and growth factors by ELISA indicated:
() increased serum levels of MCP-1/ CCL2, IP-10 / CXCL10 and HGF in DSSA and
DCSA / DG patients compared to control groups (ii) low serum levels of RANTES /
CCL5 and PDGF-BB in DSSA and DCSA / DG patients compared to controls and iii)
low serum levels of EGF in DCSA / DG patients. These results demonstrate that in
addition to classical soluble mediators such as chemokines, growth factors appear to
play an important role in the pathogenesis of DENV infection.
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UTR — Regido nao traduzida (do Inglés: Untranslated regions)

UV — Luz ultravioleta

WNYV — Virus do Oste do Nilo (do inglés: West Nile virus)

YFV — Virus da Febre Amarela (do inglés: Yelow fever virus)

ZIKV - Virus da Zika (do inglés: Zika virus)

XVi



1. INTRODUCAO

A dengue é uma doencga sistémica causada por um arbovirus, comum em
muitas regides tropicais e subtropicais, mantidos na natureza através de um ciclo de
transmissdo envolvendo hospedeiros vertebrados, como primatas ndo humanos e
humanos, e mosquitos hematéfagos (Gubler, 2002; Roundy et al., 2017).

O agente etiolégico € um virus com transmissdo aos seres humanos
principalmente pela picada de mosquitos do género Aedes, Aedes aegypti (Ae.

aegypti) e Aedes albopictus (Ae. albopictus) (San Martin et al., 2010).

De origem asiatica, acredita-se que a existéncia de uma cepa ancestral
selvagem tenha dado origem aos quatro sorotipos de dengue. Historicamente,
registra-se os primeiros surtos de dengue durante a Dinastia Chin (265-420 d.C.),
Dinastia Tang (610 d.C.) e Dinastia Northern Sung (992 d.C.) onde haviam relatos
de uma infeccdo com aspectos semelhantes aos da infeccéo causada pelo dengue.
A doenca era chamada de “veneno da agua”, devido a sua associacdo com a

presenca de agua e insetos voadores (Revisado por Gubler, 1998; Gubler, 2006).

Apés sete séculos, foram relatados casos apresentando doenca muito
similar a dengue durante os surtos de 1635 e 1639 nas Antilhas Francesas e
Panama, respectivamente; A primeira pandemia de dengue foi relatada na Asia e em

regides do pacifico durante o periodo de 1779 a 1788 (Weaver & Vasilakis, 2009).

O termo “dengue” derivou da expressdao “Ka-Dinga pepo” (origem
espanhola), que significava uma cdibra subita provocada por um espirito mau. No
ano de 1869 a London Royal College of Physicians passou denominar a
enfermidade, que até entdo era conhecida como "polka", “febre articular”, "dinga",

"febre quebra 0ssos", como dengue (Siler et al., 1926; Halstead, 1980).

No comeco do século XX, a transmissdo da febre amarela através de
mosquitos ja era fato cientifico. Com base nisso, suspeitava-se que a transmissao
da dengue também ocorria por mosquitos, teoria que foi comprovada atraveés dos
estudos de Graham (1903), Bancroft (1906) e Cleland et al. (1918), (Siler et al.
1926). Em 1907, Ashburn e Craig afirmaram que o agente causador da dengue era
um organismo microscopico e filtravel, e desta forma descartou-se o papel das

bactérias e protozoarios como agentes causadores da doenca (Ashburn & Craig,



1907). Além disso, em 1931 houve também a implicagdo do Aedes albopictus como

um vetor da dengue (Simmons., et al. 1931).

O primeiro isolamento viral foi realizado em 1944 no Japéo, através da
utilizacado de soro de pacientes na fase aguda da doenca (Kimura & Hotta, 1944).
Entre os anos de 1944 e 1945, o DENYV foi isolado em amostras séricas de soldados
infectados no Havai, india e Nova Guiné (Sabin, 1952). Através de ensaios de
inibicdo de hemaglutinacdo (HI), foi possivel a distincdo antigénica dos sorotipos
DENV-1 e DENV-2, tendo como protétipos as cepas Havai e Nova Guing,
respectivamente. Em 1956, durante epidemia ocorrida em Manilla foram isolados os
sorotipos 3 e 4 (Hammon et al., 1960). A partir desse periodo, epidemias de dengue
comecaram a ser registradas em outros paises asiaticos, tais como Tailandia,

Cingapura, Malasia, Vietnd, Indonésia e Myanmar (Gubler, 2011).

Apos o fim da segunda guerra mundial, alguns determinantes socio-
ambientais, como urbanizacdo, aumento da densidade vetorial e aumento e rapidez
no transporte de pessoas, influenciaram na dispersao dos sorotipos e o aumento do
namero de casos de dengue ao redor do mundo. Sendo assim, por volta dos anos
90, a globalizacédo da dengue ja era uma realidade e um grande problema de saude

publica, em especial para paises dos tropicos (Weaver & Vasilakis, 2009).

1.1. Agente etiolégico

1.1.1. O Virus Dengue

Os virus dengue (DENV) pertencem a familia Flaviviridae e ao género
Flavivirus (Calisher et al., 1989). O Flavivirus é o maior género e contém 53 espécies
de virus (ICTV, 2017), que incluem 34 virus transmitidos por mosquitos e cerca de
17 virus transmitidos por carrapatos (Diamond, 2003). Além dos DENV, o género
inclui cerca de 40 outros agentes que causam desde quadros febris semelhantes a
gripe, encefalites e doencas hemorragicas (Bollati et al., 2010). Dentre estes virus,
estdo o virus da febre amarela (YFV), virus do Oeste do Nilo (WNV), virus da
encefalite japonesa (JEV), o virus da encefalite do carrapato (TBEV) e o virus Zika
(ZIKV) (revisado por Gebhard et al., 2011).

Os DENV sao virus pequenos com aproximadamente 50nm, e possuem um

envelope protéico associado a uma bicamada lipidica (Rodenhuis-Zybert et al.,

2



2010). O genoma viral consiste em RNA de fita simples e polaridade positiva com
cerca de 11 kb, que é traduzido através de uma Unica fase aberta de leitura (ORF)
em uma poliproteina que codifica para trés proteinas estruturais - capsideo (C), pré-
membrana (prM), envelope (E) e 7 proteinas ndo estruturais (NSPs) (NS1, NS2A,
NS2B, NS3, NS4A, NS4B, e NS5) (revisado por Khetarpal & Khanna, 2016). Figura
1.1

As proteinas estruturais formam a particula viral, enquanto as NSPs
possuem um importante papel na replicacdo viral, montagem e modulagédo da

resposta imune inata (Zeidler et al., 2017).

Figura 1.1: Genoma dos Flavivirus (adaptado de Gebhard et al., 2011). (UTR: do inglés
“untranslated region”; ORF: do inglés “open reading frame”)

1.1.2. Proteinas do DENV

A proteina do capsideo € a primeira a ser sintetizada e possui cerca de
11kDa (Weaver & Vasilakis, 2009). Esta proteina compde a particula viral e possui
carater basico (Chambers et al., 1990). A glicoproteina de membrana prM (cerca de
27-31 kDa), faz parte da estrutura de virions imaturos. Esta proteina é clivada ainda
na via trans-Golgi, originando a proteina M que constitui a estrutura de virions
maduros (Weaver & Vasilakis, 2009).

A proteina do envelope viral, a proteina E, € o antigeno mais exposto dos
DENV. Esta proteina possui cerca de 60-70% de similaridade em suas sequencias

de amino&cidos dentre os quatro sorotipos de DENV (revisado por Khertapal &



Kanna, 2016) e possui importante papel na inducdo de anticorpos neutralizantes
durante a resposta imune humoral (Chen et al.,, 1996). A proteina E possui trés
importantes dominios: dominio I, uma estrutura tipo barril orientada paralelamente a
membrana viral; dominio Il, uma regido altamente conservada entre os flavivirus;
dominio lll, regido de interacdo entre receptores celulares e epitopos, assim como
anticorpos IgM que se ligam a epitopos localizados nesta area (Crill & Chang, 2004;
Diamond, 2003). O dominio Ill, tem sido implicado como determinante de viruléncia
entre os gendtipos de dengue americanos (Leitmeyer et al., 1999).

As proteinas NSPs sé@o expressas em células hospedeiras infectadas, porém
nao detectadas nos virions. Acredita-se que estas proteinas estejam associadas
com a replicacdo do genoma viral, que ocorre em associacdo a membrana da célula
(Welsch et al., 2009). Além disso, as proteinas NS podem desempenhar diferentes
funcdes tais como montagem, organizacao e liberagdo de virion (Lindebach et al.,
2007).

A proteina NS1, de peso molecular entre 46 e 55 kDa, dependendo do seu
estado de glicosilacao, esté relacionada a replicagéo viral (revisado por Khertarpal &
Khanna, 2016). A NS1 pode estar associada membrana (mMNS1) ou secretada (NS1
solivel-sNS1) para o meio extracelular, na forma hexamérica (Mason, 1990;
Flamand et al., 1999). Anticorpos anti-NS1 podem ser produzidos, uma vez que a
proteina pode estar ancorada em células infectadas (Miller, 2010). As func¢des da
forma secretada (sSNS1) ndo sao claras, embora o envolvimento na patogénese e em
mecanismos de evasdo do sistema imune tenham sido propostos (Muller e Young,
2017).

A sNS1 pode ser encontrada circulando no soro de pacientes do primeiro ao
nono dia apos o inicio da febre (Young et al., 2000, Alcon et al., 2002, Xu et al.,
2006) e, baseando-se nestas caracteristicas, ensaios imunoenzimaticos para a
deteccdo especifica desta proteina, foram desenvolvidos para o diagnostico
laboratorial (Dussart et al., 2006; Kumar et al., 2016).

Além disso, a NS1 tem sido associada como um marcador de gravidade da
doenca (Avirutnan et al., 2006; De La Cruz Hernandez et al., 2012; Allonso et al.,
2014; Paranavitane et al., 2014; Watterson et al., 2016), visto que ativa o sistema
complemento (Avirutnan et al., 2006), e foi recentemente associada com a producao
de mediadores inflamatoérios e ativagdo de células efetoras do sistema imunoldgico
(Modhiran et al., 2015; Adikari et al. 2016). Estudos recentes indicam que a NS1
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pode induzir aumento na permeabilidade endotelial in vitro (Beatty et al., 2015) e
extravasamento vascular in vivo (Puerta-Guardo et al., 2016; Malavige & Oqgg.,
2017).

A proteina NS2A possui cerca de 22 kDa e é considerada uma proteina de
transmembrana (Khromykh et al., 1999), relacionada com o transporte do RNA para
o local de replicacdo e montagem do virus (Mackenzie et al., 1998; Jones et al.,
2005).

A proteina NS2B possui cerca de 14 kDa e se associa com a NS3 para
formar o complexo de protease viral (Erbel et al., 2006; Leung et al., 2001). Sendo
assim, guando associada a NS3, possui uma funcao proteolitica na biossintese viral
(Rice, 1996).

A proteina NS3 € uma proteina multifuncional com 70 kDa, esta envolvida no
processamento da poliproteina viral e da replicacdo do RNA (Jones et al., 2005;
Munoz-Jordan et al., 2003).

As proteinas NS4A e NS4B séo pequenas proteinas hidrofébicas de 16 e 27
kDA, respectivamente, e sdo consideradas como inibidoras da sintese de interferon
(Jones et al., 2005; Munoz-Jordan et al., 2003). A NS5 € a maior (103 kDa) e mais
bem conservada proteina entre todos os flavivirus. Possui acdo RNA polimerase
dependente de RNA e atividade metil transferase. (revisto por Weaver & Vasilakis,
2009).

1.1.3. Sitios de replicacao

A transmissdo dos DENV ocorre durante o repasto sanguineo do mosquito
vetor, com a inoculagéo do virus juntamente com a saliva. O virus inoculado interage
com o0s receptores na membrana plasmética das células-alvo da infeccao
(Lindenbach & Rice, 2003; Mukhopadhyay et al., 2005).

Com base na literatura, verifica-se a infeccdo dos DENV em variadas
células, como mondcitos, macrofagos, células dendriticas, linfocitos, células de
langerhans, hepatdcitos, linfocitos, células endoteliais e células neuronais (Rosen et
al., 1999; King et al., 1999; Basilio-de-Oliveira et al., 2005; Clyde et al., 2006;
Cabrera-Hernadez et al., 2007; Paes et al., 2009; Wu et al., 2000; Lozach et al.,
2005; Rodenhuis-Zybert et al., 2010). Contudo, existe o consenso que as principais
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células alvo de infeccao pelos DENV sejam as de linhagem fagocitica, como

monacitos, macrofagos e células dendriticas (Jessie, 2004), Figura 1.2

Epiderme

Vaso
sanguinco

Figura 1.2: Células alvo nas infe¢des pelo DENV (Adaptado de St John et al., 2013).

1.1.4. Replicacdo do DENV

Os DENV infectam as células hospedeiras através de receptores que
medeiam endocitose. Em consequéncia da internalizagdo e acidificacdo do
endossomo, ocorre a fusdo da membrana vesicular e viral, o que por sua vez

permite a liberacdo do RNA gendmico no citoplasma, que serve como mRNA.

A traducdo da ORF no reticulo endoplasmatico rugoso (RER) produz uma
grande poliproteina que é clivada em proteinas maduras. A regido N-terminal da
poliproteina codifica as proteinas estruturais (C-prM-E) e NSPs (Rice et al., 1985).

Posteriormente a tradugdo do RNA, ocorre hipertrofia de membranas
intracelulares induzidas pelo virus, que origina estruturas conhecidas como
membranas convolutas e pacotes vesiculares (Gillespie et al., 2010). A partir dai,
ocorre a sintese de RNA em estreita associacdo com membranas celulares dentro

de pacotes vesiculares (complexo de replicagédo viral). O processo comega com a



sintese da fita negativa de RNA, que é utilizada como um molde para a amplificacéo
de fita positiva de RNA genémico. A reagdo enzimatica é catalisada pela a atividade
de RNA polimerase RNA dependente (RpRd) da proteina viral NS5 em associagéo
com a protease/helicase NS3, outras proteinas NS, e possivelmente fatores do
préprio hospedeiro. O RNA recém-sintetizado associa-se a proteina do capsideo por
um mecanismo ainda ndo conhecido. O complexo RNA-capsideo (RNA-C) é
organizado dentro do limen do reticulo endoplasmatico adquirindo a bicamada
lipidica, e as proteinas E e prM. A protedlise mediada por furina da prM na via trans-
Golgi aciona o arranjo, homodimerizacdo da proteina E, e assim a formacao de

novas particulas virais (Heinz & Allison et al., 2003; Gebhard et al., 2011).

ApOs um processo de exocitose, as particulas virais maduras ganham a
corrente sanguinea, que em alta quantidade configura a viremia, e neste periodo

podem infectar o mosquito vetor (Chambers, 1990; Tomlinson et al., 2009).

1.1.5. Vetor e ciclo de transmissao

Os DENV séo transmitidos principalmente por forma vetorial pela picada de
mosquitos do género Aedes, principalmente Aedes aegypti (WHO 2009). No entanto,
em determinadas regibes do globo, o protagonismo das transmissdes vetoriais
também pode ser das espécies Ae. albopictus e Ae. polynesiensis (Malavige et al.
2004). Além disso, Ae. niveus também é apontado como um vetor de importancia
silvestre (Khetarpal & Khanna, 2016).

A transmisséo vetorial envolvendo o Ae. aegypti, envolve o ciclo Homem —
Mosquito — Homem, ou seja, a fémea do Aedes se infecta durante o repasto
sanguineo de um individuo infectado, e ap6s o periodo de incubacédo de 8 a 12 dias,
a mesma encontra-se apta a infectar novos individuos (SVS/MS, 2010). No entanto,
ten Bosch e colaboradores (2018) salientam que a maioria das transmissoes
Homem — mosquito, resultam da infeccao do artrépode em individuos assintomaticos
ou pré-sintomaticos, desta forma ampliando a atencdo das pautas de vigilancia
epidemioldgica. Contudo, além desta via classica de transmissdo homem-mosquito,
sabe-se que a fémea infectada pode transmitir o virus a sua prole, através da via

transovariana (Rigau-Perez et al., 1998).



Embora a transmissao vetorial seja a mais importante em termos de saude
publica, um estudo demonstrou que o DENV também permanece infectivo em bolsas
de plaquetas e de células vermelhas, podendo assim oferecer riscos de infeccdo aos
individuos que fagam usam de hemoderivados (Sutherland et al., 2016).

Outra via de grande importancia que vem se destacando ao longo dos
altimos anos, € a via transplacentaria (Maroun et al., 2008), em especial, devido ao
potencial risco de danos ao feto/concepto e até mesmo a propria gestante/puérpera
(Pouliot et al., 2010; Sharma et al., 2016; Brasil e Lupi, 2017).

A recente descricdo do genoma do virus em sémen de paciente com 37 dias
de sintomas, reforca a necessidade de estudos que investiguem a persisténcia viral

e um possivel meio de transmissao sexual (Lalle et al., 2018).

1.1.6. Evolucao e Diversidade Genética do DENV

A evolucdo do DENV tem tido um impacto importante sobre a sua viruléncia
para os seres humanos e epidemiologia da doenca em todo o mundo. Embora
diferencas antigénicas e genéticas nas cepas virais sejam evidentes, a falta de
modelo animal que reproduza as formas graves da doenca dificulta estudos sobre a
viruléncia dos DENV. Entretanto, estudos filogenéticos permitem a correlacédo entre
estas variantes especificas e gravidade da doenca. Apesar do complexo conjunto de
fatores que contribuem para a epidemiologia, estudos sugerem que estruturas virais
especificas podem contribuir para o aumento da replicacdo nas células-alvo
humanas e intensificar a transmissdo pelo mosquito vetor. Entretanto, o estado
imunologico e possivelmente caracteristicas genéticas do hospedeiro também séo
determinantes de viruléncia ou manifestacdo da doenca (Rico-Hesse, 2003; Weaver
e Vasilakis, 2009).

Durante o ciclo replicativo viral, a falta do mecanismo de correcdo da RNA
polimerase RNA dependente, associada as rapidas taxas de replicacdo, o grande
tamanho populacional e a pressdo imunolégica do hospedeiro, podem levar a
mutacdes do virus e, variantes genéticas, sdo observadas para os quatro sorotipos
de DENV. Aproximadamente uma mutacdo ocorre a cada ciclo replicativo do
genoma (Steinhauer et al., 1992; Drake, 1993; Twiddy & Holmes, 2003).



O sequenciamento do genoma viral permitiu a caracterizacdo das diferentes
variantes de DENV e estabelecer as relagdes evolutivas entre quatro sorotipos. O
termo "gendtipo" foi definido como o agrupamento de DENV com divergéncia
nucleotidica = 6% para uma determinada regiao do genoma (Rico-Hesse, 1990;
Chen e Vasilakis, 2011).A identificacdo dos diferentes gendtipos pode ser realizada
pela analise completa do genoma, no entanto o gene E, que possui cerca de 1495
pares de bases (pb), é, geralmente o alvo comumente utilizado (Lanciontti et al.,
1994, Klungthong et al., 2008).

Os avangos nas técnicas moleculares e disponibilidade de programas de
bioinformética tem permitido, cada vez mais, o processamento, ndo sO de
fragmentos genbmicos maiores, mas também de maiores quantidades de
sequéncias (de Bruycker-Nogueira et al., 2016), de grande relevancia para 0s
estudos filogenéticos e evolutivos. Conforme mencionado, de acordo com Rico-
Hesse (1990), define-se como gendtipo, grupos dentro de um sorotipo que possuem
divergéncia nucleotidica maior ou igual a 6%. Ja o termo “linhagem” é atribuido aos
grupos ou clades inferiores aos gendtipos (Mendez et al., 2012; de Bruycker-
Nogueira, 2015; 2018).

Atualmente, atribui-se ao DENV-1 a existéncia de cinco gendtipos (tabela
1.1). Gendtipo I: redne cepas do Sudeste Asiatico, China e Leste Africano; Genotipo
Il: Cepas originarias da Tailandia; Genotipo lll: Cepas originarias da Malasia;
Gendtipo IV: llhas do Oeste do Pacifico e Australia; Genotipo V: Cepas das
Américas, Oeste Africano e algumas cepas da Asia (Rico-Hesse, 1990; Weaver &
Vasilakis, 2009; Chen & Vasilakis, 2011). No Brasil, at¢ 0 momento, trés linhagens
do Gendtipo V ja foram descritas (Dos Santos et al., 2011; De Bruycker- Nogueira et
al., 2015; 2018).

Em relacdo ao DENV-2 foram caracterizados seis genotipos distintos:
Gendtipo Asiatico |: Malasia e Tailandia; Genadtipo Asiatico Il: Vietnad, China, Taiwan,
Sri Lanka e Filipinas; Gendtipo Cosmopolita: Australia, Leste e Oeste Africano, Ilhas
dos oceanos Pacifico e Indico, Subcontinente Indiano e Oriente Médio; Genétipo
Americano: América Latina, Cepas antigas do Caribe, Subcontinente indiano e llhas
do Pacifico; Genotipo Sudeste Asiatico/Americano: Tailandia e Vietnd, e Cepas
americanas das duas Uultimas décadas; Genoétipo Selvagem: Oeste Africano e
Sudeste Asiatico (Weaver e Vasilakis, 2009; Chen & Vasilakis, 2011). No Brasil, o
genatipo circulante € o gendtipo sudeste asiatico, com duas linhagens identificadas.
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A linhagem 1 circulou na década de 1990, e linhagem Il reemergiu em uma grave
epidemia de DENV-2 em 2007/2008 (Oliveira et al., 2010; Faria et al., 2013).

O DENV-3 era um sorotipo que compreendia inicialmente quatro genotipos
(Lanciotti et al.,, 1994). No entanto, através de analises disponiveis no proprio
GenBank, atribui-se na atualidade cinco gendtipos: Gendtipo |: Sudeste Asiético,
Indonésia, Cingapura, Malasia, Filipinas, Taiwan e Ilhas do Sul do Pacifico. Genatipo
II: Tailandia, Cingapura, Indonésia, Taiwan, Vietnd, Bangladesh, Camboja, China
Japéo e Mianmar. Genodtipo Ill: Sri Lanka, India, Japdo, Taiwan, Cingapura, Samoa,
Leste Africano, Américas Central e do Sul, Caribe e Europa. Genotipo IV: Porto Rico
e Taiti. Gendtipo V: Filipinas, Japdo, China e cepas do Brasil (Chen & Vasilakis,
2009). No Brasil, ha a descricdo que os Gendétipos | (Barcelos Figueiredo et al.,
2008), Il (Miagostovich et al., 2002) e V (Nogueira et al., 2008) circularam no pais.
No entanto, através em um estudo filogenético da proteina E que incluiu 103
amostras de varios paises, Araljo e colaboradores (2009) concluiram que o
genotipo descrito por Barcelos Figueiredo e colaboradores e Nogueira e

colaboradores, tratava-se do Genétipo V.

Por ultimo, o DENV-4 ao qual era atribuido apenas dois genotipos (Lanciotti
et al.,, 1997), atualmente é constituido por quatro gendtipos: Gendtipo |: Filipinas,
Tailandia, Vietnd, Mianmar, Malasia, Sri Lanka, India, Jap&o, China e Brasil;
Genotipo 1l: Sudeste Asiatico, China, llhas oeste do Oceano Pacifico, Austrélia,
Caribe, Américas e llha de Péascoa; Gendtipo lll: Tailandia; Gendtipo IV: Malasia
(Klungthong et al., 2004; Villabona-Arenas et al., 2011; Chen & Vasilakis, 2011). No
Brasil, as cepas de DENV-4 circulantes séo pertencentes aos Gendtipo | e 1l (Nunes
et al., 2012; Heringer et al., 2017).
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Tabela 1.1: Gendtipos de DENV baseados em andlise filogenética do sequenciamento do gene
E (Adaptado de Weaver & Vasilakis, 2009).

Sorotipo Gendtipos Distribuicdo geogrifica
I Sudeste Asiatico, China, Leste da Africa
i Tailindia (1950-1960)
DENV-1 I Malasia (cepas selvagens)
v Ilhas do Oeste do Pacifico e Australia
V Americas. Oeste da Africa Africano_Asia
Asiatico I Malasia e Taildndia
Asiatico I Vietnd, da China, Taiwan, Sr1 Lanka e Filipinas
Cosmopolita Austrilia, Leste e Oeste Africano, Ilhas dos oceanos Pacifico e
Indico, Subcontinente Indiano e Oriente Médio
DENV-2 Americano América Latina_ Caribe (1950-1960),
_ _SUdEStE ) Taildndia, Vietnd, Américas (ltimos 20 anos)
Astatico/Americano
Selvagem Oeste Africano e Sudeste Asiatico (cepas 1soladas em humanos,
- mosquitos silvestres ou macacos sentinelas)
I Indonésia, Malasia, Filipinas e Sul da Ithas do Pacifico
I Tailindia, Vietnd e Bangladesh
DENV.3 11 Sri Lanka, India, Africa, Samoa, Taildndia (1962)
o v Porto Rico, Américas Latina e Central, Taiti (1965)
v Filipinas (1956), Japao (1973), China (1980) América do Sul (2002-
I Taildndia, Filipinas, Sri Lanka e Japdo
DENV-4 II Indonésia, Malasia, Tait1, Caribe e Americas
III Taildndia (cepas recentes)
v Malasia (cepas selvagens)

1.2. Manifestagdes clinicas das infec¢bes pelos DENV

A dengue possui amplo espectro clinico, que inclui tanto manifestacdes de
periodo prodrébmico a manifestacdes clinicas graves (WHO, 2009). O periodo de
incubacdo da doenca dura cerca de 3 a 15 dias. Contudo, por volta do quinto ou
sexto dia pOs-infeccdo, comecam a surgir 0S primeiros sinais e sintomas, como a
febre alta de inicio subito e intensa cefaleia (SVS/MS, 2010; Malavige et al., 2004).

1.2.1. Classificagdo dos Casos de Dengue

Inicialmente a classificagdo dos casos de dengue era baseada na definigéo
da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) do ano de 1997. A antiga classificagéo

classificava a doenca em Febre do dengue (FD), Febre hemorragica do dengue
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(FHD) e Sindrome do choque por dengue (SCD) (Tukasan et al., 2017). Além da
classificacdo de casos de 1997, a partir de 2001, o Brasil passou a adotar o termo
“Dengue com complicagbes” (DCC) utilizado somente no pais, 0 que por sua vez
complicava a comparacéo das taxas de dengue com outros paises (Cavalcanti et al.,
2015). Contudo, o fato que levou a revisédo da classificacdo antiga foi dificuldade em
aplicar os critérios propostos pela OMS (1997) na pratica clinica, juntamente com o
aumento do numero de casos de dengue grave, que ndo preenchiam os critérios
estritos para classificagdo em FHD (WHO, 2009).

Com o intuito de facilitar o manejo dos pacientes diagnosticados com
dengue e ap6s um estudo denominado “DENCO” (do inglés Dengue Control), em
2009, a OMS passou a classificar os casos de dengue em Dengue com sinais de
alarme (DCSA), Dengue sem sinais de alarme (DSSA) e Dengue grave (DG), figura
1.3. Os pacientes com DSSA podem apresentar sinais ou sintomas como nausea,
vomito, erupgdes cutaneas, mialgia, cefaleia, artralgia, teste do torniquete positivo
sem sinais de hemorragia e leucopenia. Os pacientes com DCSA podem apresentar
dor ou sensibilidade abdominal, vdmitos persistentes, acumulo de liquido, letargia,
agitacdo, hepatomegalia (aumento >2cm), elevacdo das transaminases hepaticas e
diminuicdo na contagem de plaquetas. Os pacientes com DG apresentam
extravasamento plasmatico grave, podendo levar ao choque e ao acumulo de fluido,
desconforto respiratério, hemorragias graves e comprometimento de Orgdos e
sistemas, tais como figado, sistema nervoso central (com alteracdo da consciéncia)
e coracdo (WHO, 2009). Esta nova classificacdo, apesar de menos especifica,
permitiu 0 melhor manejo dos casos graves (Cavalcanti et al. 2015).
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DENGUE % sinais de alarme

Sem sinais

de alarme

'-«- 1. Extravasamento plasmatico grave
2. Hemorragia grave

DENGUE GRAVE

3. Envolvimento organico grave

Suspeito de Dengue
* Febre

* Anorexia e nauseas
* Exantema

* Dor continua

* Mialgia e artralgia

* Prova do lago

Sinais de alarme*

Dor abdominal
Vémito persistente
Sinal de acimulo de fluido

Letargia / irritabilidade
Hepatomegalia >2cm

1. Extravasamento plasmatico grave
levando ao:
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* Acimulo de fluido com desconforto
respiratdrio
2. Hemorragia grave
* Avaliada pelo médico

.
-
-
* Sangramento de mucosa
.
-
-

Laboratdrio: Aumento do
hematdcrito e rapida queda
na contagem das plaquetas

3. Envolvimento grave dos 6rgaos
* Figado: AST ou ALT = 1000 Ul/ml
* SNC: Alteracdo da consciéncia
* Coragdo e outro orgdos

* Leucopenia

* Histdria de dengue na
vizinhanga ou de
viagem em drea
endémica de dengue

* Requer observacdo rigorosa e intervengdo médica

Figura 1.3: Classificacéo clinica proposto pela OMS em 2009 (Adaptado de WHO, 2009).

1.3. Respostaimune ao DENV e imunopatogénese

A imunidade inata constitui a primeira barreira a entrada e instalacdo de
patdgenos. A resposta imune inata € ativada durante as infec¢des virais. Células
como as Natural Killer (NK), Células Dendriticas (DC), Células Dendriticas
Plasmocitoides (pDC) e mondcitos sao importantes mediadores do sistema imune
inato. Estas células expressam “Receptores de Reconhecimento Padrées” (PRR) na
membrana plasmatica e no citoplasma. Atrelado a isto, variados patégenos possuem
os chamados “Padrées Moleculares Associados a Patogenos” (PAMP) que séo
estruturas reconhecidas pelas células do sistema imune inato (Akira & Takeda,
2004). A acdo efetora das células da imunidade inata resulta na producdo dos
interferons (IFN) tipo | (a e B) e na inducdo da resposta inflamatéria com producéo
de citocinas. Sendo assim, as células dendriticas presentes na pele, sdo as
primeiras a serem infectadas ap0s a inoculacdo do DENV no hospedeiro (Back &
Lundkvist, 2013). Em consequéncia, as DCs iniciam a producdo dos IFNs do tipo |
no inicio da infec¢cdo. Evento de fundamental importancia para a ativacdo da
resposta imune inata e amplificacdo da resposta imune adaptativa (Pichimair & Reis
e Sousa, 2007).

Dentre vérias funcdes efetoras, a producdo de citocinas é considerada de

fundamental importancia durante a reposta imune celular ao DENV, que por sua vez

13



pode ser considerada protetiva ou danosa ao hospedeiro (Back & Lundkvist, 2013).
A producdo de mediadores inflamatorios soluveis € considerada uma das chaves
para a patogénese da dengue (Patro et al.,, 2019), pois observa-se que niveis
aumentados de citocinas e quimiocinas, tais como TNF-a, IFN-y, IL-6, IL-10, IL-8 e
IL-18 relacionam-se com quadros graves de dengue (revisto por Solérzano, 2014).
Como exemplo da interferéncia de citocinas e quimiocinas na fisiopatologia da
dengue, destaca-se o extravasamento plasmético de curta duracdo mediado pela
resposta imunologica do hospedeiro, como sendo resultado da alteracdo da
integridade do tecido endotelial promovido pela acdo destes mediadores

inflamatorios soltveis (Srikiatkhachorn & Green 2010).

1.3.1. Tempestade de citocinas

A tempestade de citocinas consiste na producdo exacerbada e a falta de
controle na liberacédo de citocinas pré-inflamatérias. Este evento, embora marcante
na imunopatogénese da dengue, é visto em outras doencas virais como Epstein-
Barr, Citomegalovirus, Variola, Influenza, Sindrome Respiratdria por Coronavirus, e
até mesmo em infec¢cBes bacterianas como aquelas produzidas por Streptococos do
grupo A. Além destas doencas infecciosas, a tempestade de citocinas também
aparece em doencas como a Esclerose Multipla e a Pancreatite (Tisoncik et al.,
2012).

Sabe-se que citocinas como TNF-a, IFN-gama e IL-18 possuem acéo
sinérgica no que concerne a integridade endotelial, em especial a permeabilidade. E
visto que altas concentracfes de citocinas soluveis liberadas por linfécitos T,
monadcitos, macréfagos e células endoteliais em pacientes com infec¢cdo por DENV,
estdo associadas em quadros graves da patogénese do dengue (Malavige & Ogg,
2012). Estudos tem apontado uma vasta ativacédo imune e producdo exacerbada de
citocinas, com o melhoramento da permeabilidade vascular, o que
consequentemente desencadeia um quadro de extravasamento plasmatico (Her et
al., 2017).

Aléem das citocinas supracitadas, ha o registro de outras citocinas

associadas a permeabilidade do tecido endotelial, tais como IL-6, CXCL8/IL-8, IL-10,
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IL-12, HMGB1 (high-mobility group protein 1), MIF, CCL2/MCP-1 e
metaloproteinases de matriz (Rothman, 2011).

1.3.2. Facilitacdo Dependente de Anticorpo (ADE).

A observacdo de que muitos pacientes apresentando a FHD apresentavam
anticorpos heterélogos levou a formulacéo da teoria da Facilitacdo Dependente de
Anticorpo (ADE). A ADE foi sugerida por Halstead na década 1970, através de
estudos utilizando primatas ndo humanos. As células dos animais tratadas com
anticorpos anti-DENV apresentaram maior carga viral comparadas aquelas nao
tratadas. Desta forma, a presenca de anticorpos heterélogos durante infeccdes
sequenciais, foi e ainda é objeto de especulacdo tendo papel importante na
patogénese da infeccédo pelo DENV (Halstead, 1965). Anticorpos chamados de sub-
neutralizantes e de reacao-cruzada participariam efetivamente no mecanismo de

ADE. Por outro lado, anticorpos neutralizantes protegem contra a infecgao.

O processo de ADE ocorre quando um anticorpo heterélogo liga sua porcao
Fc a porcdo FcyR na superficie de células-alvo, mondécitos e macréfagos (Zaitseva
et al.,2010; Welsch et al.,, 2009). Sendo assim, a endocitose do complexo virus-
anticorpo anti-DENV ocorre de forma mais eficiente se comparada a entrada na

célula de particulas virais livres.

Durante a ADE, em decorréncia da facilidade em infectar células ocorre um
aumento da viremia e simultanea liberagédo de citocinas e quimiocinas. O fendmeno
conhecido como tempestade de citocinas (“cytokine storm”) é resultante da
exacerbacédo da resposta inflamatoria e é bastante discutido na infec¢do pelo DENV

e frequentemente associado aos casos graves. (Revisado por Brown et al., 2006).

1.3.3. Pecado Antigénico Original

Na infeccdo pelo DENV, subpopulacbes de células T de memoria
respondem de forma cruzada aos sorotipos heterélogos durante as infeccdes
secundérias, no entanto estas subpopulacdes ndo conferem protecdo contra o
sorotipo atual durante as infec¢cdes secundéarias (Kurane et al., 2011). Este
mecanismo € conhecido como Pecado Antigénico Original. A associacdo deste

mecanismo com a patogénese do DENV foi proposta por Mongkolsapaya e
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colaboradores em 2003 (Mongkolsapaya et. al.2003). De acordo com a teoria do
Pecado Antigénico Original, durante as infec¢des sequenciais as células de memaoria
induzidas pela exposicao prévia a outro sorotipo, respondem mais rapidamente se
comparadas aquelas ativadas pelo sorotipo infectante. De fato estas células de
memoria possuem baixa avidez pelos epitopos do sorotipo infectante e
consequentemente seriam menos eficazes no “clearence” viral, com alta produgao
de citocinas pro-inflamatorias tais como TNF a, IL-1B e IL-6. Este cenério culminaria
com a alteracdo das células endoteliais e aumento da permeabilidade vascular

contribuindo para o desenvolvimento de formas graves da doenca (Remy, 2014).

1.3.4. Viruléncia

Fatores virais possuem papel importante na patogénese de casos graves de
dengue. Adicionalmente, a taxa de replicacdo e a infectividade do DENV variam
conforme a cepa (revisado por Gubler et al.,1998). Especula-se que determinantes
primérios de dengue grave residam (i) no aminoacido 390 da proteina E, podendo
alterar interacdes com receptores celulares; (ii) nos nucleotideos de 68-80 da regido
5’ ndo traduzida (UTR), podendo levar implicacGes na traducéo inicial; (iii) nos 300
nucleotideos anteriores a regido 3' UTR, que podem regular a replicagéo viral
(Weaver & Vasilakis, 2009).

A primeira forte evidéncia em relacdo aos determinantes genéticos na
gravidade de casos de dengue, veio através de estudos com DENV-2, que indicaram
que o gendtipo asiatico esta associado com gravidade da doenca, enquanto que
isolados de gendtipo Americano ndo estdo (Rico-Hesse et al., 1997). Além disto, os
sorotipos DENV-1 e DENV-3 estdo associados a FHD em infec¢cbes primérias,
enquanto que DENV-2 e DENV-4 foram associados com FHD em infeccbes

secundarias (Nisalak et al., 2003; Anantapreecha et al.,2005).

Em 2007/2008 o DENV-2 causou uma das maiores epidemias de dengue da
histéria do Brasil, com cerca de 491 mortes. Embora o genétipo isolado tenha sido o
mesmo de sua introdugé@o no Brasil, 0 Sudeste-Asiatico, observou-se a emergéncia
de uma nova linhagem (linhagem Il) apresentando asparagina, que € uma mutacao

associada a FHD em cepas de origem Asiatica (Faria et al., 2013).
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1.4.

1.5.

Diagnostico clinico-epidemiolégico

Para a realizacdo do diagndstico com base em achados clinicos e
epidemiologicos, deve-se proceder na anamnese do paciente e levar em
consideracdo que pacientes suspeitos de dengue, sdo pacientes que apresentam
febre aguda e pelo menos dois dos seguintes sintomas: cefaleia, dor retroorbitaria,
mialgias, artralgias, prostracdo ou exantema, associados ou ndo a presenca de
hemorragias. Além de ter estado em areas com incidéncia dengue ou infestacdo de
Aedes aegypti (SVS/MS, 2010).

Diagnoéstico Laboratorial

O diagnéstico laboratorial especifico de dengue envolve a deteccdo do virus,
do &cido nucleico, antigenos e anticorpos. Para pacientes em fase aguda, ou seja,
com até cinco dias doenca, aconselha-se o uso de isolamento viral e deteccéo de
acido nucleico e antigenos. Embora os métodos de diagnostico de dengue nem
sempre estejam disponiveis para os profissionais da assisténcia médica, sabe-se
que alguns métodos como isolamento viral, detec¢cdo do genoma e do antigeno viral
sdo de alta especificidade, portanto de grande valia para o diagnostico diferencial
(WHO, 2009; SVS/MS, 2016).

1.5.1. Isolamento viral e imunofluorescéncia indireta

Esta técnica, considerada padrao-ouro, consiste na inoculacdo de amostras
coletadas em estagio de viremia, em linhagens de células de mosquitos Ae.
albopictus (C6/36) ou em células de Ae. pseudoscutellaris (AP61). Além destas,
células Vero, LLCMK2 e BHK21, também sé&o células eficientes para inoculacéo viral
(WHO, 2009). No entanto, células C6/36 sao as linhagens celulares mais utilizadas,
além do fato de serem facil manutencéo e mais sensiveis se comparadas a células
de vertebrados (Igarashi, 1978; Tesh, 1979).

ApOs a etapa de inoculagdo viral, € comum as células apresentarem efeito

citopatico (ECP), e a tipagem viral pode ser realizada através da deteccdo dos
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antigenos virais através de imunofluorescéncia e a tipagem viral pode ser realizada
utilizando anticorpos monoclonais especificos para cada sorotipo (Gubler et al.,
1984).

1.5.2. Ensaios imunoenzimaticos

Ensaios sorolégicos sdo mais comumente utilizados para o diagnostico de
dengue, em especial pelo fato do baixo custo e de simples execucdo, se

comparados com as técnicas de biologia molecular (Guzman et al., 2010).

Anticorpos anti-dengue da classe IgM comecam a ser produzidos entre o
terceiro e quinto dia apds o inicio da doenca (Guzman et al., 2010), e podem ser
detectados a partir do sexto dia de doencga, com pico de detec¢cdo apds 2 semanas e
permanecem detectaveis por um periodo de até trés meses (Gubler & Sather, 1988).
Sendo assim, o teste sorolégico MAC-ELISA quando reativo pode revelar infec¢ao
ativa ou recente. No passado, o teste era realizado utilizando antigenos especificos
para os quatro sorotipos, derivados de inoculagdo em cérebro de camundongos, no
entanto a comercializacdo do método aperfeicoou-o e atualmente utilizam-se
antigenos derivados da proteina E, substituindo desta forma o protocolo inicial (Kuno
et al., 1987).

Os anticorpos anti-DENV da classe 1gG, sdo detectados a partir do 5° dia de
doenca na infeccdo primaria, e na infeccdo secundaria ocorre em altos titulos ja na
fase aguda da doenca, permanecendo detectaveis por toda a vida (Schilling et al.
2004; Guzman et al. 2010). Desta forma, além de caracterizar a resposta primaria e
secundaria, o teste substitui o teste HI (Miagostovich et al., 1999). Além disto, a
OMS recomenda o uso combinado de IgM e IgG para a caracterizacdo da resposta

priméria e secundaria (WHO, 2009).

Kits comercialmente disponiveis para deteccdo de IgM e IgG sd&o muito
utilizados, porém a sensibilidade e especificidade destes pode variar muito e,
resultados falso-positivos podem ocorrer em pacientes com infec¢cdes prévias de
dengue ou outros flavivirus, devido a epitopos de reacao cruzada compartilhados na

proteina E destes virus (Peeling et al, 2010; Muller et al., 2017).

O método de deteccdo do antigeno NS1 é amplamente utilizado para

diagnéstico de infec¢des agudas, pois a NS1 € uma proteina que pode ser detectada

18



na forma secretada na corrente sanguinea durante a replicacdo viral (Young et al.,
2000). Testes de ELISA e imunocromatograficos rapidos para a detec¢édo especifica
da proteina NS1 de DENV foram desenvolvidos e avaliados para a confirmagéo de
casos agudos primarios e secundarios de dengue (Dussart et al., 2006; Phuong et
al., 2009; Blacksell et al., 2012; Lima et al., 2014; Amorim et al., 2014).

Apesar da boa sensibilidade e especificidade para casos de DENV-1, DENV-
2 e DENV-3 (Lima et al., 2010); uma menor sensibilidade para casos de DENV-4, foi
reportada, principalmente em casos de infec¢do secundaria, quando a formacgéo de
imuno-complexos entre o antigeno NS1 e anticorpos prévios, pode ocorrer. Diante
disso, a utilizacdo de protocolos de dissociacdo térmica ou acida, pode aumentar

significativamente a sensibilidade na confirmacéo destes casos (Lima et al. 2014).

1.5.3. RT-PCR e RT-PCR em tempo real

A transcricdo reversa seguida da reacdo em cadeia da polimerase (RT-
PCR), é considerada um método rapido, simples, sensivel e reprodutivel. Este
método pode ser empregado para detectar RNA em amostras clinicas humanas,

tecidos de autopsia e mosquitos (Gubler et al., 1996).

Embora as opc¢bes de protocolo sejam diversas, o protocolo mais utilizado é
que foi descrito por Lanciotti et al., (1992), que é baseado em duas etapas de
amplificacdo. A primeira consiste na hibridizacdo de iniciadores ou primers nos
genes C e prM do genoma viral. Em seguida, afim de identificar os sorotipos de
DENYV, utilizam-se primers especificos para cada sorotipo (DENV1-4). Os produtos
desta segunda reacdo sdo submetidos a um processo de eletroforese, cujos
fragmentos de DNA séo visualizados mediante a luz ultra-violeta (UV). A posicéo
dos fragmentos das amostras no gel de agarose, identifica o sorotipo viral (Lanciotti
et al., 1992; Morita et al., 1991).

Avancos no diagnéstico molecular, permitiram o desenvolvimento RT-PCR em
tempo real (QRT-PCR) fundamentada no uso de corantes e sondas (SYBR green e
TagMan), que é realizado em uma Unica etapa e € capaz de fornecer dados
quantitativos (Holland et al., 1991; Muller et al., 2017). Além da quantificacdo, as

vantagens do gRT-PCR sobre a RT-PCR convencional incluem rapidez, maior
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sensibilidade e especificidade (Sekaran et al., 2017). Diversos protocolos para o
diagnoéstico ou para a quantificacdo dos DENV ja foram descritos (Drosten et al.,
2002; Johnson et al., 2005; Kong et al., 2006; Gurukumar et al., 2009; Waggoner et
al., 2013; Salles et al., 2018).

1.6. Epidemiologia da dengue

Em um cenario mundial, Bhatt e colaboradores (2013) estimaram em 390
milhdes, o nimero de casos de infec¢des anuais por dengue, das quais, 96 milhdes
apresentariam a doenca em qualquer grau de gravidade. Além disso, cerca de 3.9
bilhbes de pessoas em 128 paises se encontram em situagdo de risco de contrair a
infeccao (Brady et al. 2012). Contudo, a distribuigcdo dos casos de dengue no mundo
(figura 1.4) pode estar subestimada, devido as limitacdes de comunicagcdo entre a

OMS e os 6rgaos de notificacao regionais (WHO, 2018).

Média do nimero de casos relatados, 2010-2016

. =10000 0 casos relatados 12
I 10 000-95 393 00 semdado
T 100099 Nio aplicavel
<1000

Figura 1.4. Distribuicdo mundial da média do nimero de casos de Dengue suspeitos ou
confirmados relatados a OMS. (Adaptado de WHO, 2018).

1.6.1 Dengue nas Américas.

Com a descontinuidade das politicas de combate ao vetor da febre amarela

urbana (revisado por Costa et al., 2011), o Ae. aegypti reinfestou inUmeros paises do
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continente americano, o que, consequentemente, desencadeou varias epidemias na

regido, a partir da década de 1970 (revisado por Gubler, 2011).

No que concerne a introducdo dos DENV nas Américas, sabe-se que em
1953 o DENV-2 foi o primeiro sorotipo identificado na ilha de Trinidad, seguido pelo
DENV-3 em 1963 em Porto Rico (Gubler & Trent, 1993). Acredita-se que estes
sorotipos tenham sido responsaveis pelas epidemias subsequentes de dengue na
regido do Caribe e na regido Norte da América do Sul até os anos de 1977. No
entanto, em 1977 na Jamaica, foi registrada a introdu¢do do DENV-1 no continente
americano. Este sorotipo causou ainda epidemias nas ilhas do Caribe, e mais tarde
se dispersou pelo norte da América do Sul e pelos paises da América Central,

causando surtos inclusive nos Estados Unidos (EUA) (Gubler, 1993).

Em 1981 ocorreu a introducdo de DENV-4 nas ilhas orientais do Caribe e,
posteriormente este sorotipo se dispersou para demais areas do Caribe, México,

Ameérica Central e América do Sul (Dick et al., 2012).

A década de 1980 registra importantes problemas de saude publica
causados pelo DENV. Ao mesmo tempo em que ocorria uma introducéo de DENV-4
no continente americano, Cuba enfrentava uma grave e inesperada epidemia de
FHD causada pelo DENV-2. Estima-se que esta epidemia tenha atingido o nimero
de 344.000 casos e 158 o6bitos (Kouri et al., 1983; Gubler, 2006). Além disso, em
1989, a Venezuela registra outra grave epidemia de FHD/SCD, resultando em cerca

de 20 mil casos, com a circulagédo dos DENV-1, 2 e 4 (Malavige et al., 2004).

Em 1990 ocorreram epidemias de dengue em aproximadamente 25 paises
do continente americano (Pinheiro & Chuit, 1998). Em 1994, o DENV-3 foi
reintroduzido na Nicaragua e, em seguida dispersou-se para o Panama. Nos anos
seguintes, o DENV-3 dispersou-se para outros paises do continente Americano
(Pinheiro e Corber,1997; Rigau-Perez et al., 2002).

A primeira década do novo milénio também foi marcada por sucessivas
epidemias de dengue nas Américas (Dick et al., 2012). Num panorama de 2001 a
2007, a OMS estimou que paises do Cone Sul representam 64,6% dos casos
registrados, seguido por Paises Andinos 19%, paises da América Central e México
12,5% e paises do Caribe 3,9% (WHO, 2009). No ano de 2009, o México registrou
uma epidemia de dengue que atinge cerca de 250.000 pessoas, com circulagcédo dos

guatro sorotipos virais (Dick et al., 2012).
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Num panorama de 2011-2017, ocorreu um crescimento de 30% no numero
de notificacbes de casos de dengue nas Américas, se comparado ao periodo de
2001-2010. Além disto, o periodo de 2011-2017 representa um total de 47% no
namero de casos de dengue notificados nas Américas, considerando o periodo
1980-2017 (Salles et al., 2018). Até a 522 semana epidemiolégica de 2018, foram
registrados um total de 560.586 casos de dengue, com 3.535 casos graves e 336
Obitos no continente americano (PAHO, 2018).

1.6.2 Dengue no Brasil.

O primeiro registro da dengue no Brasil, remonta ao periodo colonial do ano
de 1685 em Recife, Pernambuco (PE), seguido por outra epidemia, sete anos depois
em Salvador, Bahia (BA), com cerca de 2000 mortes devido a infeccéo pelo dengue
(Salles et al., apud MS, 2018). Relatos de Dengue também ocorreram durante uma
epidemia no estado do Rio de Janeiro (RJ) no ano de 1846 (Figueiredo, 2000).
Além disso, o histérico brasileiro conta com outras duas importantes epidemias que
ocorreram entre 1851-1853 e 1916-1923 (Pinheiro & Nelson, 1997).

O primeiro registro laboratorial de infec¢do pelo DENV ocorreu em 1981 na
cidade de Boa Vista em Roraima (RR), com a deteccéo dos sorotipos 1 e 4 (Osanai
et al., 1983). No entanto, somente apds 1986, a dengue tornou-se um problema de
saude publica no Brasil, guando o sorotipo DENV-1 foi isolado na cidade de Nova
Iguacu-RJ (Schatzmayr et al., 1986), apos este periodo foram registradas epidemias
nos estados Ceara (CE), Alagoas (AL) e PE (Barreto & Teixeira, 2008).

Na década de 1990, ocorreu a introducdo do DENV-2 no RJ, com registros
de quadros de dengue classico (DC) e pela primeira vez casos de FHD (Nogueira et
al.,1993). Figueiredo (2000) relata que as cepas de DENV-1 e DENV-2 introduzidas

no Brasil, pertenciam as cepas Caribe e Jamaica, respectivamente.

De marco de 1986 a junho de 1996, o Brasil registrou cerca de 579.037
casos de dengue. Contudo, uma das mais graves epidemias de dengue no Brasil, foi
registrada em 1996 atingindo cerca de 530.578 pessoas. No ano seguinte, o pais

somou cerca de 208.000 casos de Dengue (Figueiredo, 2000).

O ano de 2000, foi marcado com a introdu¢cdo de DENV-3. O virus foi

isolado pela primeira vez e foi originario da cidade de Nova Iguacu (Araujo, 2009). A
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partir de entdo, o DENV-3 dispersou-se com rapidez para outros 24 estados da
unido, causando em 2002 a maior epidemia registrada na década (SVS/MS, 2010).
O DENV-3 foi sorotipo predominante até o primeiro trimestre de 2007. No entanto,
este ano foi marcado pela reemergéncia de DENV-2 com um carater mais agressivo,
ocasionando uma extensa epidemia no ano de 2008, com alto nimero de casos
graves e fatais, com maior acometimento individuos menores de 15 anos (Teixeira et
al., 2009).

A reemergéncia do DENV-4 ocorreu no estado de RR (Temporao et al.,
2011). O DENV-4 foi isolado em 2011 no RJ, evidenciando a cocirculagdo dos
quatro sorotipos virais no estado (Heringer et al.,, 2017). No entanto, Ferraz e
colaboradores (2013) identificam a presenca de quatro amostras de DENV-4 em

uma epidemia de dengue em Belo Horizonte/MG.

Nos ultimos anos, o Brasil registrou grandes e crescentes epidemias de
dengue (figura 1.5), com grande numero de registros em 2015 (Salles et al., 2018).
No entanto, notou-se uma queda nos numeros de casos registrados de 2016 em
diante, com 1.500.535 casos registrados e 642 mortes. Em 2017, o Brasil registrou
uma queda maior no niumero de casos de dengue, com 252.041 casos registrados e
137 Obitos. Até a 522 semana epidemiologica de 2018, foram registrados um total de
265.934 casos de dengue, incluindo 321 casos de dengue grave e 155 6bitos no
pais (SVS/MS, 2019). E importante ressaltar que, o Brasil enfrentou uma triplice
epidemia causada pelo virus Zika (ZIKV), virus Chikungunya (CHIKV) e ainda, casos

de febre amarela (YF).
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Figura 1.5: Panorama da dengue no Brasil durante os anos de 2010-2016 (adaptado de Salles et
al., 2018).

1.6.2.1. Dengue em Pernambuco

A histéria da dengue em PE comecou a ter importancia em 1987, com
registro de epidemia causada pelo DENV-1. A epidemia foi controlada e no estado e
ndo foram relatados casos autéctones da doenca até o ano de 1994 (revisto por
Cordeiro, 2008). A partir desse periodo, PE comegou a reportar crescentes nimeros
de casos de dengue. Num panorama de 1995 a 2018 (até a 492 semana
epidemioldgica de 2018), o estado somou um total de 649.403 casos notificados de
dengue; e na regido liderou o numero de notificacdes nos anos de 1999, 2000, 2002
e 2015. Adicionalmente, PE registrou as cinco maiores epidemias de sua histéria,
ocorridas em 2015, 2002, 2016, 1998 e 2010, respectivamente (SVS/MS, 2017,
SVSIMS, 2019).

Em 2010 e 2011, um total de 34.590 e 22.101 casos de dengue foram
notificados, respectivamente (SVS/MS, 2017), resultantes da cocirculacdo de DENV-
1, DENV-2 e DENV-3 em 2010 e, pela primeira vez, dos quatro sorotipos no estado
em 2011 (revisto por Silva, 2013).
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2 JUSTIFICATIVA

No Brasil, a dengue possui carater hiperendémico, tendo as regides sudeste
e nordeste como as regidbes que mais notificam casos de dengue no pais,
respectivamente. O estado de Pernambuco (PE) tem apresentado relevancia no
namero de casos notificados de dengue, registrando grandes epidemias nos anos de
1998, 2002, 2010, 2015 e 2016. Na regido nordeste, o estado lidera o ranking com o
maior numero de casos nos anos de 1999, 2000, 2002 e 2015. Em 2010, o estado
apresentou 0 maior numero de casos graves de dengue notificados de sua histéria.
No ano seguinte, quando foi registrado pela primeira vez a cocirculagcdo dos quatro
sorotipos virais de dengue, o estado manteve elevado nimero de casos graves, 0

terceiro maior de sua historia.

Considerando a dengue como uma doenc¢a dinamica, com manifestacoes
variadas e com mecanismos ainda pouco conhecidos, destaca-se a importancia da
descricdo de suas manifestacdes e do perfil dos pacientes acometidos pela doenca.
Acredita-se que, o ponto critico da fisiopatologia da dengue, seja o extravasamento
plasmatico mediado pela resposta imunoldégica do hospedeiro, principalmente no
gue se trata de mediadores inflamatorios solluveis, resultando em derrames, choques

e hemorragias graves (Srikiatkhachorn & Green 2010).

Considerando-se o atual cenario epidemiolégico da dengue no pais e na
regido Nordeste, com um aumento nas notificacbes de casos graves e fatais, de
carater hiperendémico e cocirculacdo dos quatro sorotipos virais, principalmente a
partir de 2010 e 2011 no estado de Pernambuco, este projeto visou investigar os
aspectos clinicos, epidemioldgicos, laboratoriais e imunologicos de casos

confirmados durante epidemias ocorridas neste periodo.

Apesar da dengue ser importante problema de saude publica no nosso pais,
existem poucos estudos caracterizando estas epidemias, especialmente no estado
de Pernambuco. Métodos de diagnostico laboratorial especificos para a infeccéo
pelo DENV tais como meétodos moleculares para a tipagem dos sorotipos virais
circulantes, assim como o0 sequenciamento do genoma Sao essenciais as pesquisas
em desenvolvimento. Adicionalmente, a caracterizagdo do perfil de quimiocinas e
fatores de crescimento dos casos confirmados, poderd contribuir para ao

entendimento da imunopatogénse da doenca.
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3 OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Caracterizar os aspectos clinico-epidemioldgicos, laboratoriais, virais e
imunoldgicos de casos de dengue originarios das epidemias de 2010 e 2011 no
estado de Pernambuco.

3.2. Objetivos Especificos

3.2.1. Aspectos clinico-epidemiolégicos

e Descrever as caracteristicas demograficas dos casos suspeitos e
confirmados;

e Identificar a prevaléncia das manifestacdes clinicas apresentadas por casos
suspeitos de dengue durante o periodo estudado e classificar os casos

suspeitos e confirmados de acordo com os critérios da OMS (2009).

3.2.2. Aspectos laboratoriais e virais

e Avaliar a contribuicdo das técnicas de RT-PCR para identificacdo do sorotipo
viral e dos métodos soroldgicos (MAC-ELISA, IgG-ELISA e Captura de NS1)
para a confirmacdo dos casos confirmados por critérios clinico-
epidemioldgicos;

e Identificar o gendtipo de DENV circulante pelo sequenciamento parcial do

genoma viral.

3.2.3. Aspectos imunologicos

e Avaliar o perfil inflamatério entre os diferentes grupos de pacientes em
relacdo a producgédo das quimiocinas: CCL2/MCP-1 (chemokine (C-C motif)
ligand 2; Monocyte chemoattractant protein-1), CXCL10/IP-10 (C-X-C motif
chemokine ligand 10; IFN-gamma-inducible protein 10) e CCL5/RANTES (C-C
motif chemokine ligand 5; regulated on activation, 8 normal T cell expressed
and secreted).

e Avaliar os fatores de crescimento, tais como fator de crescimento epidérmico

(Epidermal Growth Factor — EGF), fator de crescimento dos hepatoécitos
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(Hepatocyte Growth Factor - HGF) e fator de crescimento derivado de
plaquetas (Platelet-derived Growth Factor - PDGF).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Considerac0Oes éticas

Os casos analisados neste estudo provém de um Projeto colaborativo entre
o Laboratoério Imunologia Viral (LIV) do Instituto Oswaldo Cruz e a Universidade de
Pernambuco (UPE - Recife, PE), sendo este previamente aprovado pelo Comité de
Ftica em Pesquisa da UPE (CEP/UPE 186/08 - 57221416.0.1001.5248 e
13318113.7.0000.5248). Todos os pacientes envolvidos assinaram um termo de
consentimento informado por escrito. Este estudo acessou as informacdes dos

pacientes sobre caracteristicas demogréficas, sinais fisicos e sintomas.

4.2 Desenho do estudo e critérios de incluséo e exclusdo para a investigacao
de casos suspeitos de dengue

O presente estudo possui carater descritivo, observacional e transversal. Os
critérios de inclusdo abrangem casos de pacientes em qualquer faixa etaria e
qualquer género que experimentaram uma doenca febril acompanhada semelhante
a febre do dengue (WHO, 2009), provenientes de municipios do estado de
Pernambuco (tabela 4.1), atendidos no Hospital Universitario Oswaldo Cruz, que é
uma unidade de referéncia em Recife/PE, no periodo de janeiro de 2010 a dezembro
de 2011. Os critérios de exclusao englobam os pacientes que ndao concordaram em

participar do estudo ou com suspeita de outros agravos.

Tabela 4.1: Caracteristicas geograficas e populacionais dos municipios selecionados para a
investigacdo de casos suspeitos de dengue no estado de Pernambuco, PE, Brasil.

Municipio Latitude Longitude Extenséo Populacéo
(km?3) (hab.)
Abreu e Lima 07°54'42" S 34°54'10" O 126,2 98.201
Afogados da Ingaseira 07° 45'03" S 37°38'20" O 377,7 36.547
Arcoverde 08° 25'15" S 37°03'41"0O 353 73.667
Belo Jardim 08° 20' 09" S 36° 25' 26" O 653,6 76.185
Bezerros 08°14' 00" S 35°47'49" O 492,56 60.714
Cabo 08°17'13"S 35°02' 06" O 448,7 95.979
Camaragibe 08°01'19"S 34°58'51" O 55,083 144.466
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Carpina 07°51'03"S 35°15'17" O 146 81.054
Caruaru 08°17'00" S 35°58'34" O 920,611 351.686
Catende 08°40'01"S 35°43'01" O 206,9 40.857
Chéa da Alegria 08°00'03" S 35° 12' 46" O 48,453 13.206
Chéa grande 08°14'18"S 35027 '42" O 70,192 21.274
Escada 08°21'33"S 35°13'25" O 348,8 63.517
Ferreiros 07° 26'52" S 35°14'38" O 74 11.456
Gameleira 08°35'02"S 35°23'13" 0O 257,7 29.829
Garanhuns 08°53' 25" S 36°29'34" O 458,6 112.462
Goiana 07°33'39"S 35°00'10" O 445,8 78.618
Gravata 08°12'04" S 35°33'53" 0 513,367 83.241
Igarassu 07°50'03"S 34°54'23" O 305560 112.463
Ilha de Itamaraca 07°44'52" S 34°49'33" O 67 24.888
Itaiba 08°56'51" S 37°25'22"0O 1.068,29 26.462
Itaquitinga 07°40'20" S 35°05'58" O 103,4 16.696
Jaboatéo 08° 06' 46" S 35°00'54" O 256,1 335.371
Joéo Alfredo 07°51'21"S 35°35'16" O 133,5 33.563
Lagoa do Carro 07°50'41" S 35°19'11"0O 69,87 17.247
Lagoa dos gatos 08°39'30" S 35°54' 00" O 189,22 16.131
Lajedo 08°39'49" S 36°19'12" 0O 189 39.240
Machados 07°41'09" S 35°30'54" O 56,957 15.046
Mirandiba 08°07'13"S 38°43'46" O 821,676 15.185
Moreno 08°07' 07" S 35°05'32" 0O 195,603 61.016
Nazaré da Mata 07°44'31" S 35°13'40" O 150,816 31.951
Olinda 08°00'32"S 34°51'18" O 41681 370.332
Orobo 07°44' 42" S 35°36' 08" O 140,785 167.69
Palmares 08° 40'58" S 35°35'31"0O 336,8 62.300
Passira 07°59'42" S 35°34'51" O 329,755 29.031
Paudalho 07°53'48" S 35°10'47" O 277,796 54.547
Paulista 07° 56' 27" S 34°52'22" O 93,52 300.466
Pesqueira 08°21'42" S 36°41'41" O 995,5 66.881
Pocéao 08°11'09" S 36°42'18" O 199,742 11.265
Pombos 08°08' 29" S 35°23'45" O 207,656 28.841
Quixaba 07°43'12"S 37°50'52" 0O 210 6.835
Recife 08°03' 14" S 34°52'51" O 218,435 1.637,83
Ribeirao 08°30'11"S 35°22'26" O 288 46.877
Salgueiro 08°04' 27" S 39°07' 09" O 1,687 60.453
Santa Cruz do Capibaribe 07°57'25" S 36° 12'18" O 335,6 105.761
Sao Joaquim do Monte 08° 25'55" S 35°48'14" O 242,629 21.215
S&o José da Coroa Grande 08° 53'52" S 35°08'52" O 69,196 20.005
Séo José do Belmonte 07°51'39"S 38°45'36" O 1479,964 33.742
Séo José do Egito 07°28'44" S 37°16'28" O 791,901 33.789
Séo Loureng¢o da Mata 08°00' 07" S 35°01'04" O 264,3 92.190
Serra Talhada 07°59'09" S 38°17'45" O 2,965 84.970
Sertania 08°04'14" S 37°15'57" O 2421511 35.367
Surubim 07°49'55" S 35°45'21" O 252,845 64.520
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Tacaratu 09° 06' 21" S 38°09'00" O 1265 24.626
Timbauba 07°30'18" S 35°19'04" O 289,511 50.956
Toritama 07° 59' 56" S 36°03'03" O 30,93 37.631
Triunfo 07°50'16" S 38°06'07" O 191,516 15.221
Verdejante 07°55'32" S 38°58'18" O 476,034 9.430
Vitoria De Santo Antéo 08°07'35" S 35°18'27" O 368 111.541
Xexeu 08°48' 08" S 35°37' 37" O 110,803 14.549

4.3 Coleta, armazenamento e classificacdo das amostras

Um total de 403 fichas de acompanhamento (anexo 9.1.) contendo dados
referentes a coleta, observagdes clinicas e dados laboratoriais dos pacientes do
Hospital Universitario Oswaldo Cruz foram recebidas no Laboratorio de Imunologia
Viral (LIV). Destas, 191 amostras de soro e plasma foram recebidas junto as suas
respectivas fichas e armazenadas em freezers -70°C. As informacdes contidas nas
fichas epidemiologicas dos pacientes foram armazenadas em Banco de Dados no
software Microsoft Excel (Microsoft, Washington, EUA).

As amostras foram classificadas como sendo de fase aguda (<7 dias apds o
inicio dos sintomas) e de fase convalescente (>7 dias apds o inicio dos sintomas).
Clinicamente, os casos foram classificados como dengue sem sinais de alerta
(DSSA), dengue com sinais de alerta (DCSA) e dengue grave (DG), de acordo com

a OMS (2009).

4.4 Andlise estatistica

As informagfes contidas nas fichas epidemioldgicas dos pacientes foram
armazenadas em Banco de Dados no software Microsoft Excel (Microsoft,
Washington, EUA). As analises estatisticas foram realizadas no Programa GraphPad
Prism, verséao 6.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA), o teste de Fisher
para as variaveis qualitativas e o teste ndo paramétrico Mann-whitney para o0s

diferentes grupos.
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4.5 Diagnostico laboratorial

4.5.1 Teste de captura de antigeno NS1 e dissociacéo térmica e acida

O kit ELISA Platelia™ Dengue NS1 Ag (BioRad Laboratories, California,
EUA) foi utilizado no diagndstico laboratorial das amostras agudas (<7 dias apds o
inicio dos sintomas). Este kit possui sensibilidade de 88,9% (DENV-1), 87,1%
(DENV-2), 100% (DENV-3) e 93,3% (DENV-4), de acordo com o registro do
fabricante. Amostras que inicialmente apresentaram resultado negativo para a
captura de NS1 foram submetidas ao pré-tratamento para dissociacao térmica de
imunocomplexos de acordo com o protocolo estabelecido por Lima e cols. (2014),
que consiste em 50yl do soro adicionados a 100yl de agua RNAse (Free
UltraPure™ DNase/RNase-Free Distilled Water, Invitrogen™, California,
EUA), seguido de fervura por 5 min. Adicionalmente, foi realizada a técnica de
dissociacao acida de acordo com o protocolo estabelecido por Koraka e cols. (2003),
gue consiste na incubacdo de 50ul de soro mais 50ul de glicina/acido hidroclorico
(1,5M, pH 2.8) a 37°C por 1 hora, seguido de interrupcédo da reacdo com a adicdo
de 50ul de Tris/acido hidroclérico (1,5M/pH 9.7).

4.5.2 Determinacédo dos anticorpos anti-DENV classe IgM

A captura de anticorpos anti-DENV classe IgM foi realizada em amostras
contendo 1-14 dias de doenca através do kit Panbio Dengue IgM capture ELISA
(Alere™, Massachusetts, EUA), de acordo com o protocolo descrito pelo fabricante.
Este kit apresenta sensibilidade de 94,7% (infeccdo primaria), 55,7% (infeccéo

secundaria).

4.5.3 Determinacédo dos anticorpos anti-DENV classe IgG

A captura de anticorpos anti-DENV classe IgG foi realizada em amostras
contendo 1-14 dias de doenca através do kit Panbio Dengue IgG Indirect Elisa

(Alere™, Massachusetts, EUA), de acordo com o protocolo descrito pelo fabricante.
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Este kit apresenta sensibilidade de 97.9% (infeccdo secundaria), 33.3% (infeccéo

primaria).

4.5.4 Caracterizacdo da respostaimune humoral (Primaria e secundaria)

Para a caracterizagdo da resposta imune, foi utilizado o método recomendado
por WHO (2009), que consiste na divisdo das taxas de absorbancia (DO) dos testes
de IgM pela DO do IgG. Desta forma, é definido como caso primario se o resultado
da divisdo for maior que 1.2 (para soro diluido 1/100) ou maior que 1.4 (soro diluido
para 1/20), e secundario caso o valor seja abaixo de 1.2 (para soro diluido 1/100) e
1.4 (soro diluido para 1/20).

4.5.5 Extracdo de RNA viral

A extracdo do RNA viral foi realizada a partir de 140ul do soro através do
PureLink™ Viral RNA/DNA Kit (Invitrogen™, California, EUA) e o QIAmp Viral Mini
Kit (Qiagen, Inc., Valencia, EUA), de acordo com o0s protocolos descritos pelos

fabricantes.

4.5.6 Transcricdo reversa seguida da reacdo em cadeia da polimerase (RT-
PCR).

A deteccéo e tipagem dos virus dengue (sorotipos 1-4) foi realizada de acordo
com a metodologia descrita por Lanciotti e cols. (1992), que utiliza um procedimento
semi-nested para gerar amplicons com tamanhos especificos (em pb) para cada
sorotipo dos DENV. A primeira etapa consiste na amplificacdo de uma regiao do
gene da proteina C e prM através dos primers D1 e D2. A segunda etapa consiste
na adicdo de primers especificos (Tsl, Ts2, Ts3 e Ts4) para amplificacdo das
regides dos sorotipos DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4, respectivamente,
Tabela 4.2.
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Tabela 4.2: Oligonucleotideos iniciadores utilizados para a sorotipagem dos DENV, de acordo
com o protocolo descrito por Lanciotti e cols. (1992).

. . Posicéo Tamanho do
Oligonucleotideo o .
o Sequéncia no amplicon
iniciador
Genoma (em pb)
D1 (+) 5- TCAATATGCTGAAACGCGGAGAAACCG- 3’ 134-161 511
D2 () 5- TTGCACCAACAGTCAATGTCTTCAGGTTC-3’ 616-644 511
TS1(-) 5- CGTCTCAGTGATCCGGGGG- 3’ 568-586 482 (D1 + TS1)
TS2(-) 5'- CGCCACAAGGGCCATGAACAG- 3’ 232-252 119 (D1 + TS2)
TS3 () 5'- TAACATCATCATGAGACAGAGC- 3’ 400-421 290 (D1 + TS3)
TS4 () 5- CTCTGTTGTCTTAAACAAGAGA - 3’ 506-527 392 (D1 + TS4)

A reacdo de RT-PCR consiste em duas etapas, Tabela 4.3. Na primeira
etapa, é adicionado 5uL de RNA viral juntamente com 10uL de mix de ragentes em
tubo tipo eppendorf, para transcricdo em cDNA no GeneAmp® PCR System 9700
(Applied Biosystems, California, EUA) através dos seguintes parametros de
termociclagem: 1 ciclo de 1 hora a 42°C, seguido de 35 ciclos de desnaturacéo
(94°C por 30 segundos), anelamento do primer (55°C por 1 minuto) e extensédo da
fita (72°C por 2 minutos). A reacéo é finalizada com uma etapa de extenséo final
(72°C por 10 minutos). Na segunda etapa de tipagem dos sorotipos de DENV, 5uL
de produtos oriundos da primeira reacao foram diluidos (1/50) e entéo, juntamente
com 20uL submetidos aos seguintes parametros de termociclagem: 20 ciclos de
desnaturacao (94°C por 30 segundos), anelamento do primer (55°C por 1 minuto),

extensao da fita (72°C por 2 minutos) e uma extensao final (72°C por 10 minutos).
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Tabela 4.3: Reagentes utilizados na RT-PCR para deteccéo e tipagem

acordo com o protocolo descrito por Lanciotti e cols. (1992).

dos virus dengue, de

Reagentes Concentracdo de Estoque | Concentracéo Final pL/tubo
PRIMEIRA REACAO
PCR Master Mix - Promega 2X 0,83x 6,25
PRIMER D1 10 pM 0,22 yM 0,325
PRIMER D2 10 uM 0,22 uM 0,325
SS IV-RT 2.5U/ L 0,08/ pL 0,5
DTT 100pM 4,17 uM 0,625
DdH20 - - 2,225
Volume Final= 10 puL
SEGUNDA REACAO
PCR Master Mix - Promega 2X 1,0x 12,5
PRIMER D1 10 uM 0,26 uM 0,65
PRIMER TS1-4 20 uM 1,0 uM 1,25
DdH20 - - 1,85

Volume Final= 20 pL

Os produtos obtidos na segunda etapa de PCR foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose (1,5%) acrescido de brometo de etideo (4pl). Apds
45 minutos de corrida, os fragmentos de DNA foram visualizados através de luz
ultravioleta com o auxilio de pesos moleculares (50pb e 100pb) e da orientacdo dos
controles de DENV 1-4.

45.7 Isolamento Viral

Amostras representativas de soro na fase aguda foram selecionadas para
inoculacdo em células de mosquito Ae. albopictus clone C6/36 de acordo com o
protocolo descrito por Igarashi (1978).

As células utilizadas para este experimento foram cultivadas em tubos de
1,5 x 16 cm contendo 2,0 ml de meio L-15 (Sigma Chemical Company, St. Louis,
EUA) e 10% de soro fetal bovino (SFB) (Sigma Chemical Company, St. Louis, EUA).
Apoés a formacdo da monocamada, o meio foi substituido por igual volume de L-15
contendo 2% de SFB. Os soros dos pacientes foram diluidos na propor¢éo 1/10 em
meio L-15 e posteriormente foram inoculados em aliguotas de 0,1ml da

monocamada de C6/36. Para cada grupo de amostras, foram incluidos controles de
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virus (C+) e de células (C-). Apos a inoculacdo, os tubos foram incubados a
temperatura de 28°C e observados diariamente, por um periodo de 10-14 dias, em
microscopio optico invertido (Zeiss, Deutschland, Alemanha), com aumento de até
400 vezes. ApoOs o periodo de 14 dias, os isolados foram submetidos a extracéo de
RNA viral e confirmacao do sorotipo de dengue pelo RT-PCR descrito anteriormente
(Lanciotti et al., 1992).

4.5.8 Transcricdo Reversa seguida da Reacdo em Cadeia pela Polimerase (RT-

PCR) para sequenciamento dos DENV

Amostras de soro representativas foram selecionadas para sequenciamento
parcial do genoma (gene E) do DENV-1 através da metodologia descrita por
Miagostovich e cols. (2006). Foram utilizados 4 pares de iniciadores para a
amplificacdo de fragmentos sobrepostos de aproximadamente 900 pb (com ~200pb
de sobreposicao entre regides) de acordo com de Bruycker et al., (2018).

O RNA extraido foi transcrito em cDNA e amplificado através da RT-PCR
para sequenciamento utilizando o kit AccessQuick™ RT-PCR System (Promega
Corporation, Wisconsin, EUA), de acordo com o protocolo descrito pelo fabricante.
Em um tubo tipo eppendorf de 0,2mL foi acrescentado 45uL da mistura de reagentes
(Tabela 4.4) e 5uL do RNA extraido. A transcri¢cao reversa do RNA e a amplificacédo
do cDNA foi realizada no termociclador GeneAmp® PCR System 9700 (Applied
Biosystems®, California, EUA) de acordo com o0s seguintes parametros de
termociclagem: 35 ciclos de desnaturacdo (de 94°C por 1 minuto), anelamento (de
63°C por 2 minutos), extensao (de 63°C por 4 minutos) e temperatura final (4°C até

retirada do termociclador) (modificado de Miagostovich et al., 2006).
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Tabela 4.4: Reagentes utilizados na RT-PCR para sequenciamento de cepas representativas
de DENV-1, de acordo com o protocolo modificado de Miagostovich e cols. (2006).

Reagente Concentracdo de estoque | Concentracao final pL/tubo
Access Quick™ RT-PCR 2X 1,0 25
Primer (sense) 10uM 0,50 2,5
Primer (anti-sense) 10uM 0,50 2,5
AMV-RT 5U 0,10 1
ddH20 - : 12

Volume final= 50puL

4.5.9 Sequenciamento, genotipagem e andlise filogenética dos DENV

Os fragmentos de cDNA previamente amplificados e purificados foram
sequenciados em ambas as dire¢des utilizando o kit BigDye Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction versdo 3.1 (Applied Biosystems®, California, EUA) de
acordo com o protocolo adaptado de Miagostovich e cols. (2006). Apos a reacao do
sequenciamento, os produtos foram purificados utilizando o Centri-Sep Spin
Columns DyeEx 2.0 Spin Kit Procedure (Qiagen, Inc., California, EUA) e
armazenados a 37°C por 24h para secagem. Posteriormente, o DNA purificado foi
ressuspenso em 10uL de Formamida e transferido para uma placa de 96 orificios
(MicroAmpOptical 96 Well Reaction Plate - Applied Biosystems®, California, EUA). A
placa foi enviada para a Plataforma de Sequenciamento de DNA PDTIS/FIOCRUZ,
onde os produtos passaram por eletroforese capilar em Analisador de DNA ABI 3730
(Applied Biosystems®, California, EUA).

Os produtos sequenciados foram analisados através do programa BioEdit
(http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html). A identidade da sequéncia foi
determinada pelo uso do BLAST (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi) e o

alinhamento das sequencias pelo software CLUSTAL OMEGA
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). Por fim, a arvore filogenética foi
construida com suporte do teste de bootstrap (1000 pseudo-réplicas) utilizando o

Programa MEGA 7 (http://www.megasoftware.net/), método Neighbor-joining,

modelo Tamura-Nei 93+G (0.31), determinados de acordo com o resultado obtido

pela ferramenta de escolha do melhor modelo de substituicdo baseado na Méaxima
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Verossimilhanca (MV). As referéncias para a elaboracdo do data set foram

selecionadas a partir do GenBank.

4.5.10 Quantificacdo de quimiocinas por ELISA.

Foram realizados ensaios imunoenzimaticos a partir do soro dos pacientes,
utilizando kits Pepro Tech (Nova Jersey, EUA), de acordo com o0s protocolos
descritos pelo fabricante. Estes ensaios tinham como objetivo a dosagem dos
fatores soluveis CCL2/MCP-1 (Cat. 900T31; Lot:0514T031), CXCL10/IP-10 (Cat.
900-T39; Lot: 0515T039) e CCL5/RANTES (Cat. 900-K33; Lot:0109033).

Foram adicionados 100uL do respectivo anticorpo de captura por pogo em
placas de 96 pocos. As concentracoes finais dos anticorpos de captura foram de
0,25ug/mL (CCL2/MCP-1), 0,5ug/mL (CXCL10/IP-10) e 0,5ug/mL (CCL5/RANTES)
diluidos em PBS pH 7,2. As placas foram incubadas overnight a temperatura
ambiente e ap0s o periodo de incubacédo, foram lavadas 4 vezes com solucdo de
lavagem (0,05% de Tween-20 em PBS pH 7,2). Posteriormente, foram adicionados
200uL por pogo da solugédo de bloqueio (1% de BSA em PBS pH 7,4), seguido de
incubacdo por 1 hora a temperatura ambiente. Ap6s incubacdo, as placas foram
novamente lavadas 4 vezes com solucdo de lavagem e foram adicionados 100uL
dos respectivos padroes e amostras de soro dos pacientes, seguido de nova
incubacdo overnight a 4°C. Os padrdes foram diluidos em série conforme
estabelecido pelo fornecedor. No dia seguinte, as placas foram lavadas 4 vezes com
solucdo de lavagem e foi adicionado 100uL do anticorpo de deteccdo na
concentracao de 0,25ug/mL (CCL2/MCP-1), 0,5ug/mL (CXCL10/IP-10) e 0,5ug/mL
(CCL5/RANTES), diluidos em reagente diluente (0,05% de Tween-20, 0,1% de BSA
em PBS pH 7,4), seguido de incubacdo por 2 horas a temperatura ambiente. Apés
incubacéo, as placas foram lavadas 4 vezes com solugédo de lavagem, seguido de
adicdo de 100uL da Streptavidin-HRP e incubacdo por 30 minutos a temperatura
ambiente. As placas foram novamente lavadas 4 vezes com solucdo de lavagem,
seguido de adicdo de 100uL do substrato ABTS. As placas foram protegidas da luz e
monitoradas entre 5 a 30 minutos para posterior interrupgéo da reacao pela adicao
de 50uL/pocgo de Stop Solution. As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro

no comprimento de onda de 405/650nm.
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4.5.11. Quantificagdo dos fatores de crescimento por ELISA

A dosagem dos fatores de crescimento PDGF (Cat. 900-MO4; Lot: 0912004-
M) e EGF (Cat. 900-MO5; Lot. 0814005-M) foi realizada através de ensaios
imunoenziméticos (PEPROTECH) a partir do soro dos pacientes, de acordo com 0s
protocolos descritos pelos fabricantes.

Foi adicionado 100uL do respectivo anticorpo de captura em placas de 96
pocos. As concentragdes finais dos anticorpos foram de 1.0 uL/ml (PDGF) e
0.25uL/ml (EGF). As placas foram incubadas overnight a temperatura ambiente e
posteriormente lavadas 4 vezes utilizando 300uL da solucdo de lavagem (0,05%
Tween-20 em PBS pH 7.4). Em seguida, foi adicionada a solucdo de bloqueio (1%
de BSA em PBS pH 7.4), seguido de incubacdo a temperatura ambiente por no
minimo 1 hora e posterior lavagem por 4 vezes, adicdo de 100uL dos respectivos
padrbes e amostras de soros dos pacientes, seguido de nova incubagcdo a
temperatura ambiente por 2 horas. Os padrées foram diluidos de forma seriada de
1000pg/ml a 0. Apés a incubacéo, as placas foram lavadas 4 vezes com solucédo de
lavagem, foram adicionados 100uL de anticorpo de detecg¢do, seguido de incubacgao
a temperatura ambiente por 30 minutos. Apés a incubacéo, as placas foram lavadas
por 4 vezes com solucdo de lavagem, seguido de adicdo de 100uL de ABTS. As
leituras foram realizadas em espectrofotdbmetro no comprimento de onda de
405/650nm.

A dosagem do fator de crescimento HGF (Cat. BGK14210) foi também
realizada através de ensaio imunoenzimatico (BIOGEMS) a partir do soro dos
pacientes, de acordo com o protocolo descrito pelo fabricante. Foram adicionados
100uL do padrédo e amostras em cada poco de uma placa de 96 pogos previamente
sensibilizada, seguido de incubacdo a 37°C por 90 minutos. Posteriormente, o
contetdo dos pocgos foi descartado e foi adicionado 100uL do anticorpo anti-HGF,
seguido de nova incubacéao a 37°C por 1 hora. Apos este periodo, a placa foi lavada
por 3 vezes com 300uL de solucdo de lavagem e foi adicionado 100uL de Avidin-
Biotin-Peroxidase, seguido de incubagédo a 37°C por 30 minutos. Apds a incubacao,
a placa foi novamente lavada por 5 vezes e foi adicionado 90uL de reagente
desenvolvedor de cor, seguido de incubacdo a 37°C por 30 minutos. Por fim, foi
adicionado 100uL de solucdo STOP em cada poco e a leitura foi realizada em

espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 450nm.
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5. RESULTADOS

5.1. Caracterizacdo dos aspectos clinicos-epidemiolégicos de casos de
dengue ocorridos nas epidemias de 2010 e 2011 no estado de Pernambuco.

Neste estudo, inicialmente, foram analisados os dados das fichas
epidemiologicas de casos suspeitos de dengue (n=403), ocorridos no estado de
Pernambuco nos anos de 2010 (n=309) e 2011 (n=94).

Para o diagnadstico laboratorial e outras analises, o presente estudo analisou
191 amostras de soro, referentes aos anos de 2010 (n=158) e 2011 (n=33) e, todas
as amostras foram submetidas a pelo menos um método de diagnéstico laboratorial,

considerando o nimero de dias de sintomas para tal.

O gréfico de distribuicdo temporal (figura 5.1) desta casuistica, apontou que,
em 2010 (n=309), o aumento nas notificacbes de dengue ocorreu no més de
fevereiro, com uma maior ocorréncia em junho (n=89) e com auséncia de registros
nos meses de novembro e dezembro. Em 2011 (n=94), um aumento de casos

registrados ocorreu em abril, com uma maior ocorréncia no més de julho (n=24).
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Figura 5.1: Distribuicdo temporal dos casos suspeitos de dengue no estado de Pernambuco no
periodo de janeiro de 2010 a dezembro de 2011.

O municipio de Recife apresentou uma maior frequéncia de casos suspeitos
em ambos os anos (147/403, 36,48%). No entanto, em 2010 o municipio de Recife,

foi seguido pelos municipios de Jaboatédo, Olinda, Camaragibe, Paulista e Cabo. Em
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2011, observamos um novo perfil, onde Olinda, Paulista, lgarassu, Jaboatdo e

Carpina apresentam uma maior frequéncia de casos suspeitos (Tabela 5.1).

Tabela 5.1: Distribuicdo dos municipios com maior nUmero de casos suspeitos de dengue no
ano de 2010 (n=309) e 2011 (n=94), no estado de Pernambuco.

2010 2011
Municipio n=309 Municipio n=94
Recife 123 Recife 24
Jaboatéo 40 Olinda 14
Olinda 33 Paulista 7
Camaragibe 18 Igarassu 6
Paulista 17 Jaboatéo 6
Cabo 9 Carpina 4
Quixaba 4 Abreu e Lima 3
Sao Lourenco da Mata 3 Camaragibe 3
Arcoverde 2 Goiana 3
Belo Jardim 2 Arcoverde 2
Gameleira 2 Catende 2
Garanhuns 2 N&o declaradas 2
Goiana 2 Palmares 2
Tacaratu 2 Vitoria De Santo Antao 2
Joao Alfredo 2 Afogados da Ingaseira 1
Ribeiréo 2 Bom Jardim 1
Salgueiro 2 Cha da Alegria 1
Santa Cruz do Capibaribe 2 Ferreiros 1
Serra Talhada 2 Garanhuns 1
Toritama 2 Itaquitinga 1

*Em 2010 a cidade de Venturosa apresentou 2 casos. Ja as cidades de Abreu e Lima, Afogados da
Ingaseira, Aragoiaba, Auricuri, Bezerros, Caruaru, Cha Grande, Escada, Gravatd, lgarassu, Itaiba,
ilha de Itamaracd, Lagoa do Carro, Lagoa dos Gatos, Lajedo, Mirandiba, Moreno, N&o declaradas,
Nazaré da Mata, Orobo, Pau d’alho, Pocdo, Pombos, Sao Joaquim do Monte, Sdo José Da Coroa
Grande, Sao José do Belmonte, Sdo José do Egito, Sertania, Surubim, Timbauba e Triunfo
apresentaram 1 caso cada; Em 2011 as cidades de llha de Itamaraca, Toritama, Machados,
Passira, Pesqueira, Verdejante e Xexéu apresentaram 1 caso cada.

Independente do ano analisado, pacientes do sexo feminino foram mais

acometidas por dengue do que os do sexo masculino (216/403, 53,60%) (figura 5.2).
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Figura 5.2: Nimero de casos suspeitos de dengue por género, no periodo de 2010 a 2011, no
estado de Pernambuco (n=403).

Nesta casuistica, a faixa etaria mais acometida foi a de criancas entre 6 a 10
anos de idade (23,33%, 94/403) e 11 a 15 anos (18,36%,74/403) e, jovens adultos,
adultos e idosos (7,69% ,29/403) foram menos acometidos (figura 5.3). Num
panorama de 0-15, 16-60 e =61 anos, o grupo 0-15 representou 54,34% (219/403)

dos acometidos por dengue.
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Figura 5.3: Distribuicdo de casos suspeitos de dengue por faixa etaria no periodo de 2010 a
2011, no estado de Pernambuco (n=403).
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A febre foi o sinal clinico mais reportado pelos pacientes (99,26%, 400/403),
seguida de sintomas como cefaleia (57,57%, 232/403), nauseas e vomitos (54,84%,
221/403), mialgia (50,37%, 203/403), prurido (28,54%, 115/403), astenia (24,83%,
98/403), diarreia (13,15%, 53/403), dor retro-orbitaria (12,90%, 52/403), artralgia
(7,20%, 29/403), tosse/tosse seca (3,47%, 14/403) e anorexia (1,24%, 5/403) (figura
5.4). Destaca-se que, a dor abdominal, também considerada um importante sinal de
alarme, foi o sintoma mais frequente nos pacientes (66%, 266/403) através do

exame fisico.

O exantema foi o segundo sinal mais frequente nos pacientes (38,71%,
156/403), figura 5.4. Nesta casuistica, foram descritos variados tipos de exantema.
tais como rash difuso, rash petequial/eritematoso, rash eritematoso difuso, rash
eritematoso, rash eritematoso disseminado, rash cutaneo, rash mobidiforme, rash
papular e macular, rash disseminado importante, rash macular eritematoso, rash
difuso muito intenso, rash maculopapular, exantema pruriginoso, exantema

mobidiforme disseminado e rash cutaneo difuso.

O derrame pleural (12,41%, 50/403) foi o sinal mais frequente de acumulo
de fluido, ocorrendo de forma bilateral (20%, 10/50) e unilateral direito (32%,16/50).
Além disto, o derrame cavitario (9,43%, 38/403) e ascite (5,21%, 21/403) foram
achados identificados nos pacientes. Adicionalmente a isto, o desconforto
respiratério (0,99%, 4/403) foi observado em um paciente com derrame cavitario e

ascite e dois pacientes com derrame pleural.

Nesta casuistica, também foi possivel identificar alteracdes na diurese dos
pacientes, como oliguria (0,2%, 1/403) e disuria (0,2%, 1/403). Além disto,
alteracdes de consciéncia também foram identificadas, como tontura (9,7%, 39/403)
e sincope (0,5%, 2/403). Por fim, observou-se choque em dois pacientes (0,50%,
2/403), com uma evolucdo para 6bito de paciente idosa com concomitante infeccédo

do trato urinario e sepse.
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Febre 1 99,26

Dor Abdominal [ 1 66,50

Cefaléia [ 1 57,57

Nauseas/Vomitos [ 1 54,84

Mialgia 1 50,37

Manifestages Hemorragicas [ 1 43,42

Exantema [ 1 38,71

Prurido [ 1 28,54
Astenla ] 24,32
Diarreia C—1 13,15
Dor Retroorbitaria 1 12,90
Derrame Pleural T 12,16
Tontura 1 9,68
Derrame cavitario T 9,43
Edema [ 8,93
Artralgia 3 7,20
Ascite [ 5,21
Tosse Seca [ 3,47
Ancrexia 0 1,24
Desconforto respiratario 0 0,99
Sincope 1 0,50
Choque 1 0,50
Cliguria 1 0,25
Distiria | 0,25
ohito | 0,25

0,00 20,00 40,00 60,00 0,00 100,00 120,00

Figura 5.4: Frequéncia das manifestacdes clinicas dos casos suspeitos de dengue (n=403)

ocorridos no estado de Pernambuco no periodo de janeiro de 2010 a dezembro de 2011.

Manifestacfes hemorragicas ocorreram em 43,42% dos pacientes (175/403),
sendo as petéquias o sinal mais frequente (35,48%, 141/403), seguido de
sangramento nasal (14,14%, 57/403), gengivorragia (13,65%, 55/403), prova do laco
positiva (11,17%, 45/403), hematémase (8,44%, 34/403), metrorragia (6,70%,
27/403), melena (5,71%, 23/403), equimoses (1,99%, 8/403), hematuria (1,99%,
8/403) e hemoptise (0,99%, 4/403) (figura 5.5).
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Petéquias I 35,48
S. Nasal IS 14,14
Gengivorragia I 13,65
Prova Do Laco + NN 11,17
Hematemese HIIIIIEIEGEGEGN ¢ 44
Metrorragia I 6,70
Melena N 5,71
Equimoses I 1,99
Hematuria I 1,99

Hemoptise Il 2,29

Figura 5.5: Frequéncia das manifestacdes hemorrédgicas (n=175/403) dos casos suspeitos de
dengue ocorridos no estado de Pernambuco no periodo de janeiro de 2010 a dezembro de
2011.

Edema foi descrito em 8,93% (36/403) dos pacientes. Este foi classificado
em edema de parede abdominal (3,23%, 13/403), edema periorbital (2,23%, 9/403),
edema de membros inferiores e/ou superiores (1,49%, 6/403), edema de face
(0,99%, 4/403), edema generalizado (0,50%, 2/403), edema nao especificado
(0,50%, 2/403) e edema de bolsa escrotal (0,25%, 1/403) (figura 5.6).

E. de Parede Abdominal IIIIINEGEEEEEEEEEEEEEEEEE 2
E. de Periorbital [N - 2
E. de Membros Inferiores e/ou Superiores |IIIIEIGzGEE 1,49
E.de Face I 0,09

E. Generalizado | 0,50
Néo Especificado [ 0,50

E.Bolsa Escrotal Hl 0,25

Figura 5.6: Frequéncia de edemas (n=36/406) dos casos suspeitos de dengue ocorridos no
estado de Pernambuco no periodo de janeiro de 2010 a dezembro de 2011.
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Nesta casuistica, 10% dos pacientes (42/403) possuiam condicdes pré-
existentes. Estas comorbidades estdo distribuidas entre hipertensdo arterial
sistémica (7,94%, 32/403), diabetes mellitus (2,98%, 12/403), cardiopatia (0,99%,
4/403), asma (0,74%, 3/403), gravidez (0,74%, 3/403) com tempo de gestacao de
8,19 e 26 semanas, alergia (0,50%, 2/403), obesidade (0,25%, 1/403), doenca de
chagas (0,25%, 1/403), HIV+ (0,25%, 1/403) e ulcera péptica (0,25%, 1/403) (figura
5.7).
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Figura 5.7: Comorbidades (42/403) descritas nos casos suspeitos de dengue ocorridos no
estado de Pernambuco no periodo de janeiro de 2010 a dezembro de 2011.

Considerando os critérios de classificacdo de caso recomendado pela OMS
(WHO, 2009), 19% (78/403) dos casos foram caracterizados como DSSA, cuja
meédia de admisséo hospitalar foi de 5,09 dias apds o inicio dos sintomas e média de
idade de 31,09 anos. Em 80% (321/403) dos casos, a classificacdo foi de DCSA
(80%, 322/403), cuja média de admissédo hospitalar de 4,09 dias e média de idade
de 21,09 anos. Casos de DG ocorreram em 1% (4/403) da casuistica (tabela 5.2).
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Tabela 5.2; Caracteristicas demograficas dos casos suspeitos de dengue (n=403) ocorridos em
Pernambuco entre 2010 e 2011 e classificados de acordo com a OMS (2009).

Dados demogréficos Classificacdo de casos (OMS, 2009)
DSSA DCSA DG
Mulheres 38 176 2
Homens 40 146 2
Total 78 321 4
Admisséo hospitalar 5,09 4,09 5,5

(média de dias ap0s inicio
dos sintomas)

Média de idade 31,9 21,09 29
Menor Idade 5M 6M 9
Maior Idade 88 78 70

DSSA: Dengue sem sinais de alarme, DCSA: Dengue com sinais de alarme; DG: Dengue grave;
M: meses.

Informacdes dos resultados de exames laboratoriais (hemograma) foram
analisadas em 201 casos suspeitos (figura 5.8). Observamos que 91% (183/201)
dos pacientes apresentaram trombocitopenia (contagens < 150.000 mm?). Cinquenta
e cinco por cento (55%, 112/201) dos casos suspeitos apresentaram contagens
inferiores a 50.000 mm3. Conforme demonstrado na figura 5.8, pacientes DCSA/DG
apresentaram contagens significativamente mais baixas de plaquetas quando
comparados aos pacientes DSSA: plaguetas [DSSA 49 (62,9-107) n=43 vs. DCSA
46 (52,9-72,3) n=158, p=0,034] ;

Em relagcdo aos leucécitos, casos suspeitos e classificados como DCSA/DG
apresentaram contagens significativamente mais altas de leucécitos quando
comparados com grupo DSSA: leucocitos [DSSA 4160 (3679-5164) n=43 vs. DCSA
4830 (4957-6004) n=158, p=0,046]. Nao houve diferenca estatisticamente
significativa quanto aos valores do hematécrito: HT [DSSA 38,3 (36,4-41,9) n=43 vs.
DCSA 39 (38,1-45,5) n=158, p=0,665].
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Figura 5.8: Par@metros Hematolégicos de casos suspeitos de infeccdo pelo DENV em
Pernambuco, anos 2010/2011. A) Contagem das Plaquetas. B) Contagem dos leucdcitos.
Linhas verticais representam a mediana do grupo e as verticais a variacdo interquartil (25-
75%). Na andlise estatistica foi utilizado o teste de Mann-Whitney, * representa p<0,05. DSSA:
Dengue sem sinais de alarme, DCSA: Dengue com sinais de alarme; DG: Dengue grave.
Valores de referéncia de plaquetas: 150.000uL a 400.000uL; Leucdcitos: 4.000 a 11.000/uL

Cento e noventa e uma amostras séricas foram submetidas ao diagnostico
laboratorial. O diagnéstico de infeccdo pelo DENV foi confirmado pela positividade
de pelo menos um dos seguintes métodos: Isolamento viral, Detec¢cdo do antigeno
viral NS1, Deteccédo do RNA viral por RT-PCR, e presenca de anticorpos anti-DENV
da classe IgM.

Os casos com confirmacdo laboratorial de infeccdo pelo DENV foram
classificados e agrupados: 27 pacientes (19,4%; 27/139) foram classificados como
DSSA, 112 (80,6%; 112/139) foram classificados como DCSA. Ao analisarmos o
género, observamos que 40,7% dos pacientes com DSSA pertenciam ao sexo
masculino (11/27) e 59,3% ao sexo feminino (16/27). Em relagcdo aos casos
confirmados classificados como DCSA, observamos que 61,6% pertenciam ao sexo

feminino (69/112), enquanto que o sexo masculino obteve 38,4% (43/112).
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Tabela 5.3: Dados demograficos dos casos
classificacgao clinica, PE, 2010-2011.

confirmados de infeccdo pelo DENV segundo

DSSA n=27 (19,4%) DCSA n=112 (80,6%) Total n=139
Idade (média)
35 22,4 24
Sexo
Feminino 16/27 (59,3%) 69/112 (61,6%) 85/139 (61,2%)
Masculino 11/27 (40,7%) 43/112 (38,4%) 54/139 (38,8%)

Comorbidades

Hipertensao Arterial

5/12 (41,7%)

7/12 (58,3%)

12/139 (8,6%)

Diabetes

1/3 (33,3%)

2/3 (66,7%)

3/139 (2,2%)

Outras

3/6 50%

3/6 (50%)

6/139 (4,3%)

DSSA: Dengue sem sinais de alarme, DCSA: Dengue com sinais de alarme; DG: Dengue grave

Tendo em vista a classificagao clinica de pacientes suspeitos e confirmados,

observa-se um predominio de casos de pacientes DCSA nesta casuistica (figura

5.9). Em suma, pacientes DCSA apresentaram frequéncia de 79,6% (321/403) dos

casos suspeitos, enquanto que para casos confirmados a frequéncia de DCSA foi de

80,6% (112/139).

Casos suspeitos

0,9%

Total=403

[l DSSA
[l DCSA
= DG

1 6bito

Casos confirmados

Total=139

Il DSSA
Il DCSA

Figura 5.9: Frequéncia da classificacdo clinica de casos suspeitos e confirmados de dengue.
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5.2. Avaliacdao dos métodos sorologicos e moleculares para a confirmacéo dos

casos confirmados por critérios clinico-epidemioldgicos:

Através de testes sorologicos, a deteccédo de anticorpos IgM anti-DENV por
MAC-ELISA foi possivel em 94,31% (116/142) dos casos, enquanto que a deteccéo
de 1gG anti-DENV foi possivel em 91,35% (95/104) dos casos e a deteccdo do
antigeno NS1 foi possivel em 16,20% (23/142) das amostras testadas. Para o
diagnéstico molecular, a técnica de RT-PCR foi possivel em 14,60% (20/137) dos
casos, enquanto o isolamento viral foi possivel em 4% (1/25) das amostras testadas
(tabela 5.4).

Tabela 5.4: Distribuicdo dos casos confirmados conforme metodologia utilizada na
investigacéo laboratorial dos casos de dengue (n=191), inicialmente confirmados por critérios
clinico-epidemiol6gicos no estado de Pernambuco, 2010- 2011.

Metodologia DSSA DCSA Total
Positivo/Testado (%) Positivo/Testado (%) Positivo/Testado (%)
MAC ELISA 23/25 (92,0) 93/98 (94,90) 116/123 (94,31)
IgG ELISA 8/12 (66,67) 87/92 (94,57) 95/104 (91,35)
NS1 ELISA 4/22 (18,18) 19/120 (15,83) 23/142 (16,20)
RT-PCR 3/23 (13,04) 17/114 (14,91) 20/137 (14,60)
ISOLAMENTO VIRAL 0/6 (0) 1/19 (5,26) 1/25 (4,0)

Amostras de 1 a 14 dias de doenga foram testadas por MAC-ELISA. Os
anticorpos IgM anti-DENV tiveram um percentual de detec¢cdo de 0% (0/1) no
primeiro dia de doenca, 75% (3/4) no segundo dia de doenca, 100% (8/8) no terceiro
dia de doenca, 92,31% (24/26) no quarto dia de doenca, 100% (41/41) no quinto dia
de doenca, 100% (14/14) no sexto dia de doenca, 83,33% (15/18) no sétimo dia de
doenca, 100% (5/5) no oitavo dia de doenca, 100% (3/3) no nono dia doenca, 100%
(1/1) no décimo dia de doenca e 100% (1/1) no décimo quarto dia de doenca (figura
5.9).

Amostras de 1 a 14 dias de doenca foram testadas por IgG-ELISA. A
deteccdo dos anticorpos IgG anti-DENV por IgG-ELISA foi possivel em 91,35%
(95/104) dos casos (tabela 5.4). Conforme se observa na figura 5.9, os anticorpos

IgG tiveram um percentual de deteccéo de 66,67% (2/3) no primeiro dia de doenca,
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66,67% (2/3) no segundo dia de doenca, 100% (8/8) no terceiro dia de doenca,
84,65% (11/13) no quarto dia de doenca, 97,22% (35/36) no quinto dia de doenca,
87,50% (14/16) no sexto dia de doenca, 93,75% (15/16) no sétimo dia de doenca,
100% (4/4) no oitavo dia de doenca, 50% (1/2) no nono dia doenca, 100% (1/1) no
décimo dia de doenca e 100% (1/1) no décimo quarto dia de doenca (figura 5.10).

m Positividade (%) IgG 1Positividade (%) IgM

100,00
90,00
80,00
70,00

60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00

0,00

1 2

Figura 5.10: Frequéncia de positividade de deteccdo de anticorpos IgG e IgM anti-DENV dos
casos de dengue, por dia de doenca, inicialmente confirmados por critérios clinico-
epidemiolégicos no estado de Pernambuco, 2010- 2011.

3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Dias

Para a caracterizacdo da resposta imune, foram analisadas 54 casos
positivos para IgM e IgG anti-DENV, determinando se as infec¢cdes eram primarias
ou secundérias (tabela 5.5). Como resultado, identificou-se que o maior percentual
das infeccdes foi do tipo secundaria (90,74%, 49/54), com média de idade de 28,03
anos, predominio do sexo feminino, e maior percentual de ocorréncia em casos de
DCSA (93,88%).
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Tabela 5.5: Caracterizacdo da resposta imune dos casos de dengue ocorridos no estado de
Pernambuco, 2010- 2011.

] TIPO DE INFECCAO (%)
DADOS DEMOGRAFICOS
Primaria (n=5) Secundéria (n=49)
MEDIA DE IDADE (ANOS) 8,98 28,03
FEMININO 60.0 75,51
MASCULINO 40.0 24,49
CLASSIFICACAO DO CASO
DSSA 20.0% 6,12%
DCSA 80.0% 93,88%
DG 0% 0%

DSSA: Dengue sem sinais de alarme, DCSA: Dengue com sinais de alarme; DG: Dengue grave

A deteccdo do antigeno NS1 foi possivel em um total de 16,20% (23/142)
das amostras testadas. No entanto, os ensaios sorologicos foram executados de
duas maneiras: a primeira consistiu em seguir as orientagcdes do fabricante, que
confirmou 12,68% (18/142) dos casos testados; e a segunda consistiu em proceder
a dissociacao de imunocomplexos de forma térmica e acida, nas amostras negativas
para NS1, resultando em positividade de 5,56% (4/72) e de 1,61% (1/62),

respectivamente (tabela 5.6).

Tabela 5.6: Deteccdo de antigeno NS1 em casos negativos, ap0s as dissocia¢cdes térmica e
acida de imunocomplexos.

RESULTADO

TIPO DE DISSOCIACAO Positivo/Testado

Negativo/Testado | Inconclusivo/Testado
(%)

DISSOCIACAO TERMICA 4172 (5,56) 66/72 2172

DISSOCIACAO ACIDA 1/62 (1,61) 56/62 5/62
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Cento e trinta e sete amostras (n=137) foram testadas para RT-PCR, com
média de 4,2 dias de doenca. Os resultados permitiram a identificacdo de 20
pacientes positivos (14,60%, 20/137). No ano de 2010, os quatro sorotipos foram
detectados, com prevaléncia de DENV-1 (52,94%, 9/17) que cocirculou com DENV-2
(23,53%, 4/17), DENV-3 (5,88%, 1/17) e DENV-4 (5,88%, 1/17). Na casuistica deste
estudo, dois casos de coinfeccbes DENV-1/2 (11,76%, 2/17) foram identificados,
figura 5.9. No ano de 2011, foram identificados os sorotipos DENV-1 (33,33%, 1/3),
DENV-3 (33,33%, 1/3) e uma coinfeccdo DENV-1/3 (33,33%, 1/3) (tabela 5.7).

Tabela 5.7: Identificacdo do sorotipo infectante de DENV pelo método de RT-PCR (n=20/137)
em casos de dengue ocorridos no estado de Pernambuco, 2010- 2011.

DENV-1 DENV-2 DENV-3 DENV-4 Coinfecgéo Total
ANO/SOROTIPO

Positivo/Testado (%)

2
9/17 4/17 1/17
2010 L 7
(52,94) (23,53) (5,88) (5.88) (DENV-1/2)
11 11 1
2011 0 0 3
(33,33) (33,33) (DENV-1/3)

Visando confirmar as coinfeccfes identificadas, as amostras foram
submetidas a uma segunda reacdo de RT-PCR, desta vez, com o0s primers tipo-
especificos utilizados separadamente. Foram consideradas amostras coinfectadas
aguelas amplificadas pelo mix de primers para 0os quatro sorotipos e com 0s primers

separadamente (figura 5.11).
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Figura 5.11. Eletroforese em gel de agarose dos produtos amplificados por RT-PCR (Lanciotti
et al., 1992) para identificacdo do sorotipo infectante em casos suspeitos de dengue ocorridos
em Pernambuco, 2010-2011. (A) Linha 1: PM: peso molecular 50 pb, linha 2: amostra 77 (DENV-
1/DENV-2), linha 3: amostra 328 (DENV -4), linha 4: amostra 366 (DENV-3), linha 5: amostra 373
(DENV-1), linha 6: amostra 350 (negativa), linha 7: pool de controles positivos para DENV-1,
DENV-2 e DENV-3, linha 8: controle negativo (H20), linha 9: peso molecular 50 pb. (B) Linha 1:
PM: peso molecular 50 pb, linha 2: amostra 77 amplificada com primer para DENV-1 (TS1),
linha 5: amostra 77 amplificada com primer para DENV-2 (TS2), linha 6: amostra 77 amplificada
com mix de primers (TS1+TS2) simultaneamente, linha 8: controle negativo (H20), linha 9: pool
de controles positivos para DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4. (C): linha 1: peso molecular
100 pb, linha 2: amostra 151 (DENV-3), linha 3: amostra 151 (negativa), linha 4: amostra 160
(DENV-1), linha 5: amostra (DENV2), linha 6: amostra 221 (negativa), linha 7: amostra 221
(DENV-2), linha 8: amostra 410 (DENV-1), linha 9: amostra 410 (DENV-3), linha 10: amostra 410
(negativa), linha 11: controle negativo (H20), linha 12: C+ (DENV-1), linha 13: C+ (DENV-2), linha
14: C+ (DENV-3), linha 15: C+ (DENV-4), linha 16: peso molecular 100 pb.
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Na tentativa de isolamento viral, 13,09% (25/191) das amostras foram
inoculadas e a média de dias de doenca foi de 4,36 dias. ApoOs inoculacdo em
cultura de células C6/36, nenhuma amostra apresentou efeito citopético (ECP),
sugestivo de replicacéo viral. Porém, quando submetidas a extracdo de RNA viral e
RT-PCR, uma amostra mostrou-se positiva para DENV-1 (figura: 5.12). A amostra
positiva (DENV-1) trata-se de amostra de junho de 2010 de paciente do sexo
feminino, com 4 anos de idade, com sinais e sintomas classicos de dengue, também

apresentando positividade para as técnicas de deteccdo de IgM e antigeno NS1.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

DENV-1 DENV-3

DENV-2 DENV-4

Figura 5.12: Eletroforese em gel de agarose dos produtos amplificados por RT-PCR (Lanciotti
et al., 1992) para identificacdo do sorotipo infectante em amostras com isolamento viral
negativo. Linha 1: PM: peso molecular 100 pb, linhas 2 a 5: amostras negativas, linha 6:
amostra 186, positiva para DENV-1 e negativa no isolamento viral, linhas 7 a 9: amostras
negativas, linha 10: controle negativo (H20), linhas 11 a 14: controles positivos para DENV-1 a
4, respectivamente.

5.3. Identificacdo do genétipo de DENV circulante em Pernambuco, 2010-2011

No presente estudo, amostras positivas por RT-PCR e representativas dos
DENV-2, DENV-3 e DENV-4 ndo puderam ser sequenciadas e, consequentemente,
genotipadas, devido as quantidades insuficientes de DNA geradas. Visando
aumentar a concentracdo viral, amostras representativas de todos os sorotipos
(n=25) foram submetidas ao isolamento viral, conforme previamente descrito. No
entanto, apenas um isolado, representante do DENV-1, cepa 186/BR/PE (figura

5.13) foi isolado (sem ECP) e parcialmente sequenciado.

A analise filogenética baseada nas sequéncias da regido codificante do gene
E, demonstrou que a cepa 186/BR/PE de DENV-1, pertence ao genoétipo V
(América/Africa), e encontra-se inserida no clado da linhagem 1b (figura 5.13).
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Figura 5.13: Arvore filogenética baseada no gene do envelope do DENV-1 proveniente de

Pernambuco no ano de 2010.

Método Neighbor-joining, modelo Tamura-Nei 93+G (0.31),

suporte do teste de bootstrap (1000 pseudo-réplicas) esta apresentado na base dos ramos. A
sequéncia do estudo esta marcada com circulo preto. Cepas de referéncia de DENV foram

nomeadas da seguinte forma: niumero de acesso ao GenBank/Pais/ano.
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5.4. Analise dos parametros hematolégicos nos casos confirmados de
infeccéo pelo DENV

Em relacdo aos parametros hematoldgicos nos casos confirmados de infeccéo
pelo DENV (n=139) (figura 5.14), observamos que 94% (132/139) dos pacientes
apresentaram trombocitopenia (£ 150.000 mm?). Cinquenta e oito por cento dos
casos confirmados (82/132) apresentaram contagens inferiores a 50.000 mms3,
Conforme demonstrado na figura 5.13, ndo observamos diferenca estatisticamente
significativa nos grupos de pacientes infectados pelo DENV apresentando DSSA
e/ou DCSA/DG: plaquetas [DSSA 57 (36-120) n=23 vs. DCSA 37,5 (33-47) n=116,
p=0,1062] ;

Observamos que 35,9% (50/139) dos pacientes apresentavam contagens de
leucocitos abaixo dos valores normais de referéncia, no entanto, ndo observamos
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos de pacientes infectados pelo
DENV: leucécitos [DSSA 4530 (3490-5780) n=23 vs. DCSA 4355 (4060-4950)
n=116, p=0,930] ; N&o houve diferenca estatisticamente significativa quanto aos
valores do hematécrito: HT [DSSA 39,8 (38-42) n=23 vs. DCSA 38,1 (37,7-40,1)
n=116, p=0,1864].

400= 20000=
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300+ 15000+
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5000+

DCSA/DGH

Figura 5.14: Parametros Hematologicos de casos confirmados de infeccdo pelo DENV em
Pernambuco, anos 2010/2011. A) Contagem das Plaquetas. B) Contagem dos leucdcitos.
Linhas verticais representam a mediana do grupo e as verticais a variacdo interquartil (25-
75%). Na andlise estatistica foi utilizado o teste de Mann-Whitney, * representa p<0,05. DSSA:
Dengue sem sinais de alarme, DCSA: Dengue com sinais de alarme; DG: Dengue grave.
Valores de referéncia de plaquetas: 150.000uL a 400.000uL; Leucécitos: 4.000 a 11.000/u
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5.5. Analise dos mediadores inflamatérios (quimiocinas) em casos
confirmados de infec¢cdo pelo DENV

O aumento significativo de mediadores inflamatérios é associado com casos
graves de dengue, fenbmeno conhecido como tempestade de citocinas (citokine
storm). Desta forma, um dos objetivos do nosso estudo foi avaliar as concentracdes
séricas de quimiocinas (MCP-1/CCL2, IP-10/CXL10 e RANTES/CCL5) nos casos
confirmados de infeccdo pelo DENV. Para isto, utilizamos 3 grupos: doadores
saudaveis, pacientes infectados pelo DENV com DSSA e pacientes infectados pelo
DENV com DCSA/DG.

MCP-1/CCL2

De acordo com a figura 5.15, observamos maiores dosagens de MCP-
1/CCL2 nos pacientes infectados pelo DENV apresentando DSSA e DCSA/DG em
comparacao com grupo controle: [controles 60.94 (40.78-109.8) n=9, DSSA 112.3
(96.19-152.0) n=25, DCSA/DG 125.3 (114.4-146.8) n=46] (figura 5.15).

IP-10/CXL10

Em relagdo a quimiocina IP-10/CXL10, podemos observar dosagens
significativamente mais altas em ambos grupos de pacientes (DSSA ou DCSA/DG)
guando comparados aos controles: [controles 29.68 (21.79-49.47) n=9, DSSA 308.1
(227.6-329.7) n=25, DCSA 281.8 (257.6-332.9) n=46] (figura 5.15).

RANTES/ CCL5

Em relacdo a quimiocina RANTES/CCLS5, os resultados demonstraram que
ambos grupos de pacientes infectados pelo DENV (DSSA ou DCSA/DG)
apresentaram menores niveis circulantes de RANTES/CCL5 quando comparados
com o grupo controle: [controles 3510 (2725-4022) n=10, DSSA 1966 (1755-2654)
n=28, DCSA 2205 (1869-2624) n=37] (figura 5.15).
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Figura 5.15. Dosagem de quimiocinas circulantes em pacientes infectados pelo DENV. A) MCP-
1/CCL2. B) IP-10/CXL-10. C) RANTES/CCL2. A quantificagcdo das quimiocinas foi feita em 3
grupos: controles (individuos clinicamente saudaveis), pacientes com DSSA e pacientes com
DCSA/DG. Na analise estatistica foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis com o pds-teset de
comparacéo de Dunn. *P<0,01 ** P< 0,001 ***P< 0, 0001.Valores de P< 0,05 foram considerados
significativos. Dengue sem sinais de alarme, DCSA: Dengue com sinais de alarme; DG:
Dengue grave.

5.6. Analise de fatores de crescimento em casos confirmados de infec¢do pelo
DENV

Fator de crescimento derivado de plaquetas (Platelet-derived growth factor —
PDGF)

Conforme demonstrado na figura 5.16, apesar de observamos

concentracgdes circulantes mais baixas de PDGF-BB em ambos grupos de pacientes
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(DSSA e DCSA/DG) quando comparados aos controles, essa diferenca nao foi
significativamente estatistica através do teste de Kruskal-Wallis :[controles 269.4
(143.5-465.0) n=9, DSSA 234.6 (147.8-257.3) n=26, DCSA 194.2 (102.0-241.3)
n=29]. Utilizando a analise estatistica através do teste ndo parameétrico de Mann-
Whitney, observamos uma tendéncia em medianas mais baixas nas dosagens de
PDGF-BB no grupo DCSA/DG (teste ndo paramétrico de Mann-Whitney, P=0,06)
(figura 5.16).

Fator de crescimento epidérmico (Epidermal growth fator — EGF)

Com relacdo ao EGF, observamos concentracdes séricas mais baixas de
EGF nos pacientes DSSA e DCSA/DG em comparacao com os individuos saudaveis
[Controles 351 (145.7-417.6), DSSA 188.7 (103-285) e DCSA 155 (91-207.9) teste
ndo paramétrico de Mann-Whitney, P=0,0165] (figura 5.16).

Fator de crescimento de hepatocitos (Hepatocyte growth factor — HGF)

Nossos resultados demostraram concentracoes elevadas de HGF nos
pacientes DSSA e DCSA/DG comparados aos controles: [controles 2.854 (2.688-
3.020) n=10, DSSA 4.095 (3.160-5.031) n=11, DCSA 4.262 (3.881-4.643) n=69,
teste ndo paramétrico de Mann-Whitney DSSA vs controle P= 0,0369; DCSA/DG vs.
controle P=0,0184 respectivamente] (figura 5.16).
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Figura 5.16. Dosagem de Fatores de crescimento circulantes em pacientes infectados pelo
DENV. A) PDGF-BB. B) EGF.C) HGF. A quantificagc@o dos fatores de crescimento foi feita em 3
grupos: controles (individuos clinicamente saudaveis), pacientes com DSSA e pacientes com
DCSA/DG. Na analise estatistica foi utilizado o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney.
*P<0,01 ** P< 0,001 ***P< 0,0001. Valores de P< 0,05 foram considerados significativos. Dengue
sem sinais de alarme, DCSA: Dengue com sinais de alarme; DG: Dengue grave.
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6. Discussao

O estado de Pernambuco localiza-se na regido nordeste do Brasil composto
por 98.076,021 Km?, 184 municipios e o distrito estadual de Fernando de Noronha e
populacdo 9.496.294 habitantes (IBGE, 2018). Além disto, o estado é divido em 12
regides de saude, sendo a regido | formada pela regido metropolitana de Recife,
cuja populacédo soma cerca de 4.116.153 habitantes. Embora a regido metropolitana
de Recife corresponda a 2,8% da &rea do estado, esta é a regido mais povoada do
estado com uma populacdo com cerca de 4.116.153 habitantes, sendo importante
também lembrar que cerca de 81% da populacdo de Pernambuco viva em zona
urbana (revisto por Cordeiro., 2008; SVS/PE, 2016).

De acordo com os dados obtidos nesta casuistica, é possivel notar que em
2010 ,77,7% dos casos ocorreram na regido de saude |, enquanto que em 2011 a
regido foi responsavel por 60,7% dos casos notificados. Quando comparados com
os numeros do SINAN, a regido | € responséavel por 49,6% dos casos em 2010 e
38,7% em 2011.

O contraste observado entre os numeros do SINAN e 0s numeros desta
casuistica, podem ser o reflexo de escolha da unidade de recrutamento deste estudo
(HUOC). No entanto, € real o protagonismo de Recife como lider no ranking de
notificacbes de casos de dengue. Fato este que deve relacionar-se com a alta
densidade populacional da cidade 7.039,64 hab/kmz2, sendo a nona maior cidade do
pais (IBGE, 2018).

A maior parte dos casos suspeitos de dengue registrados nesta casuistica
concentraram-se entre 0o segundo e terceiro trimestre, com maior ocorréncia nos
meses de junho e julho de 2010 (89/309) e 2011 (24/94), respectivamente. No
entanto, quando estes dados sdo comparados com os dados disponiveis no SINAN,
€ possivel observar que na plataforma do ministério da saude os picos das
epidemias ocorreram em junho (7.230/33.010) e abril (2.880/16.059). Quando
comparado com os picos de notificacdes com os demais estados da regido,
verificou-se que no Maranhdo (MA) os picos de incidéncia ocorreram em agosto e
fevereiro, no Piaui (PI) em maio e abril, no CE em dezembro e abril, no Rio Grande
do Norte (RN) em julho e abril, na PB em julho e margo, em AL em abril e margo, em
Sergipe em agosto/maio e maio e na BA em maio e abril nos anos de 2010 e 2011,

respectivamente. Em relagdo ao cenario nacional, os picos de incidéncia de
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notificacbes nas regibes brasileiras ocorreram em fevereiro na regido Norte, em
maio e abril no Nordeste, em marco e abril no Sudeste, em abril e margco no Sul e
em janeiro e margo no Centro-Oeste nos anos de 2010 e 2011, respectivamente. Os
meses de abril, maio e junho representaram mais de 70% dos casos notificados de
dengue no periodo de 2001-2012 no CE (Oliveira et al., 2018).

Viana e Ignotti (2013) destacam a temperatura e a pluviosidade como
importantes determinantes ecoldgicos da dengue, uma vez que estas condi¢cdes
contribuem para o aumento a densidade vetorial. Desta forma, € importante salientar
que a regido metropolitana de Pernambuco tem seu periodo chuvoso de abril a
agosto, enquanto que no Sertdo, as chuvas concentram-se entre 0os meses de
janeiro e abril (revisto por Cordeiro, 2008). No municipio de Barreiras/BA, a
incidéncia da dengue parece ser maior também no periodo chuvoso (Costa &
Calado, 2016). De fato, a pluviosidade em Ribeirdo Preto/SP contribuiu para ao

surgimento de novos casos de dengue (Gabriel et al., 2018).

A associacdo positiva entre o indice de infestacdo predial (IIP) e
pluviosidade e IIP e incidéncia de casos sugeriu que IIP, é um fator significativo para
na transmisséao da dengue embora a pluviosidade ndo seja fator determinante para o

desaparecimento do mosquito (de Souza et al., 2010).

No municipio de Santana/Amap4a, também foi observado uma relacao direta
entre o aumento no nimero de casos de dengue com 0 aumento da precipitacao nos
meses de janeiro a margo (Flexa et al., 2006). Em Porto Rico foi observado a
associacao entre a eclosédo de ovos de Aedes e a precipitacdo e a sobrevivéncia do
mosquito adulto e a umidade (Lega et al., 2017).

Nos anos de 2010 e 2011, na cidade de Recife por exemplo, os meses de
junho e abril foram os que apresentaram maior indice pluviométrico (APAC, 2018),
respectivamente. Estes dados corroboram diretamente com o pico de notificacdes
do SINAN, endossando a ideia de que o indice de precipitagdo se relaciona com o
namero de casos de dengue. Embora, nesta casuistica os picos de notificacdes
tenham ocorrido em junho e julho de 2010 e 2011, respectivamente. E necessario
levar em consideracdo as outras regides do estado que possuem variaveis

climaticas diferentes das que sao tipicas da regiao metropolitana de Recife.

Em relacao a distribuicdo dos casos investigados nesta casuistica, constata-

se que em ambos 0s anos de epidemia, a cidade de Recife concentrou a maior parte
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dos casos, com cerca de 39,9% (123/309) e 25,6% (24/94) nos anos de 2010 e
2011, respectivamente. No ano de 2010, a cidade de Recife foi seguida de cinco
cidades com maior nimero de casos: Jaboatdo dos Guararapes (12,9%); 40/309),
Olinda (10,1%, 33/309), Camaragibe (5,8%; 18/309), Paulista (5,5%; 17/309) e Cabo
(2,9%; 9/309). No ano de 2011 a cidade de Recife foi seguida por Olinda (14,9%;
14/94), Paulista (7,4%; 7/94), lgarassu (6,4%; 6/94), Jaboatdo dos Guararapes
(6,4%; 6/94) e Carpina (4,3%; 4/94). Quando comparados com dados do SINAN,
verifica-se que, em ambos o0s anos, a cidade de Recife apresentou-se como a
cidade com maior numero de casos, com cerca de 34,9% (11.505/32.994) e 32,1%
(5.149/16.039). Em 2010, Jaboatdo dos Guararapes (5,5%; 1.816/32.994), Paulista
(4,8%; 1.588/32.994), Cabo de Santo Agostinho (4,4%; 1.450/32.994), Caruaru
(3,8%; 1.277/32.994) e Petrolina (3,5%; 1.148/32.994), foram as cidades com maior
namero de casos depois da cidade de Recife. Em 2011, Garanhuns (4,8;
779/16.039), Afogados da Ingazeira (4,2%; 676/16.039), Paulista (3,5%;
569/16.039), Carpina (3,2%, 514/16.039) e Olinda (3,1%, 493/16.039), apresentam-

se como as cidades com maior niumero de casos de dengue, depois de Recife.

Nesta casuistica, o sexo feminino foi responsavel por 53,6% (216/403) das
notificagdes enquanto que o sexo masculino obteve 46% (187/403). Estratificando,
no ano de 2010 54% (167/309) dos casos corresponderam ao sexo feminino,
enguanto que 46% sexo masculino. No ano de 2011, 52% (49/94) e 48% (45/94) das
amostras correspondem ao sexo feminino e masculino, respectivamente. Em relagéao
aos dados oficiais do SINAN, no de 2010 58% (18.964/32.907) dos casos foram do
sexo feminino, enquanto que o sexo masculino correspondeu a 42% (13.942/32.907)
dos casos. Em 2011, o percentual de 2010 se repete para os dois géneros, somando
0 sexo feminino 9.217 casos e 0 sexo masculino 6.695 casos de um total de 15.915
casos notificados de dengue no estado.

Em um estudo realizado com pacientes hospitalizados em Cuba no ano de
1981, cerca de 60,1% dos pacientes eram do sexo feminino (Espinosa Brito, 2015).
Cordeiro e colaboradores (2007) destacaram que o sexo feminino foi o género mais
acometido em uma analise de casos de dengue durante o periodo de 1995-2006,
correspondendo cerca de 59,3% dos casos. Além disso, o sexo feminino também foi
0 mais acometido em um estudo de relacionado a pacientes idosos com dengue
(Graciano et al., 2017). Analisando casos de dengue de 2010-2013 no municipio

Pernambucano de Igarassu, o sexo feminino correspondeu a 57,25% dos casos de
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dengue (Cruz et al., 2016). Em um estudo sobre DENV-4 no RJ no periodo de 2011-
2013, o sexo feminino também foi o género mais acometido por dengue (Heringer et
al., 2017). No entanto, em estudo realizado com DENV-2 e DENV-4 em Campos dos
Goytacazes/RJ nos anos de 2010 e 2013, Faria e colaboradores (2017) relataram
gue os pacientes do sexo masculino foram mais afetados que o sexo feminino. Por
outro lado, estudo realizado no Paquistdo constatou que 69% (3.806/5.513) dos
casos de dengue eram pertencentes ao sexo masculino. Os autores sugeriram que
fatores como segregacao, maior tempo em casa e roupas que cobrem quase todo o
corpo, desempenharam papel importante na protecdo das mulheres (Khan et al.,
2018). Araujo e colaboradores (2012) analisaram 84 casos fatais e reportaram que

54% dos casos eram do sexo masculino.

Criancas entre 6 a 10 anos de idade (23,33%, 94/403) e 11 a 15 anos
(18,36%,74/403) foram os mais acometidos (figura 5.3). Num panorama de 0-15, 16-
60 e =61 anos, o grupo 0-15 representou 54,34% (219/403) dos acometidos por
dengue, enquanto que o grupo 16-60 foi responsavel por 37,47 (151/403) e os =61
7,69 (31/403).

No banco de dados do SINAN, é possivel observar que a faixa etaria mais
atingida pela dengue em 2010 foi a faixa etario 20-39 anos (33,3%; 10.965/32.907),
seguido dos grupos 40-59 anos (17,9%; 5.882/32.907) e 10-14 anos (13,5%;
4.437/32.907). Em 2011 o grupo etario mais atingido pela dengue foi o grupo 20-39
anos (34,3%; 5.464/15.915), seguido dos grupos 40-59 anos (19,2%; 3.049/15.915)
e 10-14 (11,5%; 1.829/15.915). Num panorama de 0-14, 15-59 e 261 anos, a faixa
etaria de 0-14 anos representa 32,9% (16.086/48.822) dos casos reportados,
enquanto que 15-59 representou 61,2% (29.879/48.822) e =261 anos representou
5,7% (2.769/48.822).

Tendo em vista os resultados apresentados, observa-se um contraste pelo
fato de que nesta casuistica o grupo mais atingido pela doenca sejam pacientes 0-
15 anos de idade, enquanto que os numeros do SINAN demonstram que o grupo 15-
59 anos representaram cerca de 61,2% dos casos. Diante disto, é importante
ressaltar que os dados desta casuistica tratam-se de pacientes atendidos em um
setor terciario de saude, enquanto que os dados do SINAN tratam-se de todos os
setores saude. Devido a uma limitacdo do proprio sistema do SINAN, ndo é possivel
estratificar mais os dados da plataforma. No entanto, estratificando os dados desta

casuistica em intervalos de 5 anos, é possivel observar que o grupo 10-14 anos
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(23,1%) foi o grupo com mais representatividade, seguido pelos grupos 5-9 anos
(19,6%) e 0-4 (9,9%).

Em pacientes hospitalizados no estado de Goias durante uma epidemia em
2013, 45,8% dos pacientes encaixavam-se na faixa etaria de 21 a 50 anos
(Nascimento et al., 2015). Analisando casos da epidemia de 2002 em Pernambuco,
Montenegro e colaboradores (2006) relataram que 57,2% dos Obitos ocorridos,
foram de pacientes 20-59 anos. No entanto, Nunes e colaboradores (2018) em uma
andlise de 1047 casos fatais, relataram maior frequéncia de casos fatais nas
criangas (0-15 anos) em comparagcdo com pacientes entre 16-30 anos, além de
observarem aumento das chances de fatalidade comparando as referidas faixas
etarias. Cordeiro et al., (2007) relataram que criancas com menos de 15 anos foram
mais acometidas pela infeccdo no ano 2003 em comparacdo com epidemias
anteriores. Segundo os autores, a taxa de incidéncia de dengue para 0s grupos <1,
0-4 e 5-14 anos foi de 326, 210 e 199/100,000 habitantes no ano de 2003 no estado
de Pernambuco. Em 2011 no municipio de Igarassu, Cruz e colaboradores (2015)
relataram que individuos menores de 20 anos foram mais acometidos por dengue do
que os adultos. Analisando casos de DENV-4 no RJ, Heringer e colaboradores
(2017) relataram que o grupo de 11-15 anos foi o grupo com maior nimero de casos
de dengue. Durante epidemia de 2008 no estado do Cear4, Oliveira e colaboradores
(2018) apontaram aumento no numero de casos positivos de dengue na faixa etaria
de 0-9 anos. Figueirédo e colaboradores (2013) reportam que pacientes a partir de
60 anos estdo mais suscetiveis a dengue, sendo a idade um fator de protecdo para

individuos menores de 60 anos.

A média de idade nesta casuistica é de 29,4 anos. Espinosa Brito e
colaboradores (2015) apontaram que a média de idade em pacientes hospitalizados
em 1981 era de 36,3 anos. Faria e colaboradores (2017) analisando casos de
dengue em 2010 e 2013, relatam que a média de idade dos infectados por dengue
era de 34 anos. No entanto, Oliveira et al., (2018) numa analise de 2002 a 2011 no
nordeste, aponta 27,7 anos como média de idade dos individuos de estudo. O
ministério da saude (SVS/MS, 2016) recomenda que pacientes <2 anos e 265 anos,
devam receber acompanhamento diferenciado, pois estes podem apresentar

desfechos desfavoraveis.

No Brasil até o ano de 2013, classificacdo dos casos de dengue era feita

com base em critérios do guia de dengue da OMS de 1997. Esta classificacao
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agrupava os pacientes em grupos de: Febre do dengue, FHD (Grau I-IV) e SCD
(Tukasan et al., 2017). A partir de 2001, o Brasil passou a adotar o termo “Dengue
com complicagdes” utilizado somente no pais, o que por sua vez complicava a
comparacdo das taxas de dengue com outros paises (Cavalcanti et al., 2015).
Contudo, uma revisdo da classificacdo da OMS de 1997 foi necessaria devido a
dificuldade em aplicar os critérios de FHD na pratica clinica, juntamente com o
aumento do numero de casos de dengue grave que nao preenchiam os critérios
estritos para FHD (WHO, 2009). Desta forma, a OMS através de um estudo
denominado DENCO em 2009, passou a classificar os casos de dengue em DCSA,
DSSA e DG (WHO, 2009). Cavalcanti et al., (2015), relatam maior sensibilidade e
melhor habilidade de incluir grande nimero de casos com a classificagcédo de 2009 do

gue com a classificacdo de 1997.

A classificacdo dos casos de dengue, é de suma importancia para 0 manejo
clinico do paciente. Além disso, embora as manifestacdes de dengue sejam
complexas, seu manejo é simples e muito efetivo, desde que as intervencdes
ocorram de forma correta e em tempo apropriado (WHO, 2009). Todo paciente
classificado como DCSA deve receber pronto atendimento em leito de internacéo até
a sua estabilizacdo, enquanto que a assisténcia a pacientes DSSA podera ser feita
em domicilio com acompanhamento diario, salvo casos com condi¢des clinicas
especiais e/ou risco social ou comorbidade (SVS/MS, 2016). Oitenta por centos
(80%) dos casos desta casuistica pertencem ao grupo DCSA, enquanto que o grupo
DSSA representou 19% do total de casos.

Comparando com dados do Ministério da Saude (SVS/MS, 2018), as
epidemias de 2010 e 2011 apresentaram cerca de 28.210 e 13.607 casos de DC, 18
e 15 casos de dengue com complicagdes, 260 e 193 casos de FHD, 4 e 8 casos de
SCD, 25 e 30 casos de 0bitos, 225 e 156 casos de extravasamento plasmatico, 282
e 202 casos com manifestacfes hemorragicas, respectivamente. Em suma, 85,22%
dos pacientes foram reportados para o ministério da saude, como sendo casos de
DC, 0,07% como Dengue com complica¢des, 0,92% FHD e 0,02% SCD, enquanto

gue 13,77% como casos inconclusivos.

Embora os meétodos de classificacdo adotados nesta casuistica e pelo
ministério da saude naquela época, sejam distintos. E perceptivel a subnotificacdo
de casos de graves, quando na verdade o 6bito foi uma realidade para pelo menos

55 desfechos. Em outras palavras, € como se num universo de 493 pacientes
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classificados como FHD, Dengue com complicacées e SCD, um a cada 9 pacientes
viesse a 6bito. Desta forma, fica evidente a dificuldade em classificar pacientes com
dengue seguindo os antigos critérios adotados pelo ministério da saude até 2013.
Tendo em vista isto, a nova classificacao reforca a importancia do manejo adequado
dos pacientes infectados pelo DENV e reconhecimento precoce dos sinais de alerta.
Esses sinais sdo importantes a medida que surgem antes do inicio da dengue grave
(WHO, 2009).

Em relacdo as manifestacdes clinicas, observa-se a maior frequéncia de
febre (99,26%; 400/403) e cefaleia (57,57; 232/403). A febre alta é um sinal clinico
de inicio subito que geralmente cursa acompanhada de cefaleia de intensa. Em
geral estes sintomas costumam aparecer por volta do quinto e sexto dia poés-
infeccdo (Malavige et al., 2004; SVS/MS, 2010). Nauseas e vomitos, mialgia, prurido,
astenia, diarreia, dor retroorbitaria, artralgia, tosse/tosse seca, anorexia e dor
abdominal sdo achados tipicos da doenca demonstrado por muitos trabalhos
observacionais (Nogueira et al., 1999; Espinosa Brito, 2015; Faria et al., 2017,
Heringer et al., 2017; Azeredo et al., 2018).

A dor abdominal (66%; 266/403) foi o segundo aspecto clinico mais
reportado nesta casuistica, e o0 sinal de alarme mais frequente nos individuos de
deste estudo. De fato, Heringer e colaboradores (2017) também relataram alto
numero de casos de dor abdominal em pacientes DCSA. Em relagao a frequéncia
deste sintoma, Ramalho e colaboradores (2018) relataram que este sintoma
representou cerca de 69,4% dos casos estudados em 2012 no Ceara, enquanto
Espinosa Brito (2015) relatou que dor abdominal foi um sintoma mais frequente em
mulheres. Os sinais de alarme estdo fortemente relacionados ao aumento da
permeabilidade vascular, sendo assim a valorizacdo da dor abdominal pode auxiliar
o manejo clinico para um melhor prognéstico do paciente (Guzman et al., 2010;
SVSIMS, 2016).

Neste estudo, 38,71% dos casos (156/403) apresentaram exantema. O
exantema esta presente em 50% dos casos de dengue e, manifesta-se tipicamente
por tipo maculo-papular, atingindo face, tronco e membros, podendo apresentar-se
sob outras formas com ou sem prurido (SVS/MS, 2016).

No entanto, Lupi e colaboradores (2007) relatam que erupgdes cutaneas sédo

manifestacdes frequentes (50-80%), no entanto em pacientes com alto fototipo de
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pele, a observacédo destes sinais pode ser limitada. Tendo em vista isto, o SINAN
reporta que 38,4% (18.748/48.822) dos casos de dengue notificados, tratava-se de
pessoas com cor de pele negra e parda.

O extravasamento de plasma € um marco de gravidade da dengue, e
frequentemente associa-se a disfuncdo da microvasculatura endotelial,
especialmente dos pulmbes e da cavidade abdominal, 0 que consequentemente
resulta em derrame pleural e ascites (revisto por Cardozo et al., 2017). Nesta
casuistica, cerca de 18,1% (73/403) dos individuos apresentaram sinais de acumulo
de fluidos distribuidos entre derrame pleural (12,41%; 50/403), derrame cavitario
(9,43%; 38/403) e ascite (5,21%, 21/403). Malavige et al., (2004) ressaltam que
derrames pleurais geralmente sdo vistos no lado direito, embora nesta casuistica
este achado tenha sido identificado em 32% dos casos de derrame pleural (16/50),
uma vez que nao tenha informacdo sobre a localizacdo dos casos dos 48%
restantes. De acordo com a nova classificacdo, embora o acimulo de fluido seja um
importante sinal de permeabilidade vascular, este por si s6 ndo caracteriza o
paciente como um caso de DG. Em geral os casos de DG com acumulo de fluidos
estdo relacionados a quadros de desconforto respiratorio, que por usa vez pode ser
causado por sindrome da angustia respiratoria, pneumonites e sobrecargas de
volume (WHO, 2009; SVS/MS, 2016). Nesta casuistica, dentre os quatro casos (1%)
de desconforto respiratério, trés pacientes apresentavam acumulo de fluido,
enquanto que um paciente ndo apresentava sinais de acumulo de fluido, edemas,
manifestacbes hemorragicas, porém apresentava plaquetopenia (80.000 cell/mm?) e

dor abdominal.

Além dos sinais e sintomas expostos acima, nesta casuistica também foi
possivel encontrar alteracfes na diurese, como oliguria (0,2%; 01/403) e disuria
(0,2%; 01/403). Infeccdes por DENV estdo relacionadas a uma variedade de
desordens renais tais como insuficiéncia renal aguda, proteindria, hemataria e
glomerulonefrite (Lizarraga & Nayer, 2014). Em relacdo a oliguria, este é importante
sinal de choque quando a diurese & menor que 1,5 ml/kg/h (SVS/MS, 2016).

A dengue grave é caracterizada por importante extravasamento vascular,
que pode ocasionar choque, hemorragias e sério comprometimento de outros
orgéos, como o coracao e figado (SVS/MS, 2016; WHO, 2009). Nesta casuistica,
dois casos de choque foram relatados. Um dos casos teve 6bito como desfecho.

Este Obito tratava-se de paciente sexo feminino (70 anos), com infeccdo do trato
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urinario com evolucdo para sepse, cursava também bradicardia com frequéncia
cardiaca de 42 bpm, temperatura corporea de 35°C e Leucocitose de 25.020
cellssmm3. E importante salientar que infecgbes bacterianas podem surgir na fase de
recuperacdo da doenca, porém estas tem carater grave e podem levar o paciente ao
Obito (SVS/MS, 2016).

As manifestacbes hemorragicas descritas neste trabalho, atingiram cerca de
43,42% dos casos (175/403).

No presente estudo, 94% dos pacientes infectados pelo DENV
apresentaram trombocitopenia corroborando estudos prévios em pacientes
brasileiros (Oliveira et al, 2009; Azeredo et al., 2006). Além disso, cerca de 58% dos
casos com confirmacéao laboratorial de infeccéo pelo DENV apresentaram contagens
de plaquetas inferiores a 50.000 mm3. De fato, a trombocitopenia acentuada é
associada com casos graves e como surgimento das manifestacbes hemorragicas
(Oishi, K et al., 2007).

As manifestacfes hemorragicas sao sinais que podem ocorrer tanto na fase
febril como critica. Em geral na fase febril, os sinais de sangramentos sé&o
caracterizados pelo aparecimento de petéquias e sangramentos provocados por
prova do laco, sinais estes compativeis com quadro de DSSA. No entanto,
manifestacbes hemorragicas espontaneas como as de mucosas estao relacionadas
com a fase critica da doenca, ou seja, quando ocorre concomitante aumento de
hematdcrito e plaquetopenia, o que por sua vez também caracterizam os quadros de
DCSA. Manifestacdes hemorragicas graves, por exemplo as hemorragias massivas
do aparelho digestivo, e ndo necessariamente estéo relacionadas a trombocitopenia
e hemoconcentracéo (SVS/MS, 2016; WHO, 2009).

Nesta casuistica, 8,9% (36/403) dos individuos apresentaram edema.
Edema subcutaneos em geral estdo associados a pacientes DCSA e DG, embora
nesta casuistica seis casos de edema estado relacionados com pacientes DSSA. Os
edemas subcutaneos podem surgir devido a perda capilar, e ndo estao
necessariamente ligados a casos de super-hidratacdo. No entanto estes podem
aumentar apos a hidratacdo satisfatoria (SVS/MS, 2016). O edema de bolsa escrotal
foi 0 menos frequente tipo de edema nesta casuistica, sendo este um achado raro e
autolimitado que desaparece em alguns dias sem deixar sequelas (Shamim & Nagvi,
2011).
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Neste estudo 10,4% dos casos suspeitos apresentaram comorbidades,
sendo a hipertensdo arterial a mais frequente (7,9%). A hipertensdo arterial é
relatada em alguns trabalhos como a comorbidade mais frequente corroborando
nossos achados (Nascimento et al., 2015; Faria et al., 2016; Azeredo et al., 2018).

As doencgas pré-existentes devem ser levadas em consideragdo para o
adequado manejo da dengue. Pacientes hipertensos, cardiacos, diabéticos,
pacientes obesos, renais crénicos, com doenca obstrutiva pulmonar crénica (DPOC),
pacientes com hepatopatias, pacientes com doencas hematologicas, doencas
autoimunes e pacientes com doencas &cido pépticas. Comorbidades podem
influenciar o desenvolvimento de formas graves de dengue (Toledo et al., 2016),
enquanto que em pacientes com comorbidade possuem cerca de 11 vezes mais
chances de morrerem por dengue do que aqueles que ndo possuem comorbidades
(Werneck et al., 2018). Além dos cuidados com medicamentos, pacientes com
hipertensdo arterial podem desenvolver choque com niveis presséricos normais
(SVS/IMS, 2016).

Em relagéo aos pacientes com diabetes e alergias, estes corresponderam a
2,98 (12/403) e 0,50% (2/403) dos casos desta casuistica, respectivamente.
Figueiredo e colaboradores (2010) reportaram que pacientes com estes dois tipos de
comorbidades possuem 2,5 vezes mais chances de desenvolverem FHD do que
pacientes sem estas comorbidades. Pacientes com alergias graves liberam citocinas
pré-inflamatérias que que agridem o endotélio, levando a fragilidade capilar. A
diabetes mellitus produz mudancas anatomicas e fisiolégicas na integridade do
endotélio, em especial pela liberacdo de IFN-y e TNF, que por sua vez possuem
papel importante no agravamento das infeccdes por DENV (revisto por Figueiredo et
al., 2010).

O diagnostico empregado nesta casuistica consistiu de métodos soroldgicos
e de biologia molecular, conforme descrito na metodologia. Foram analisadas 191
amostras de soro, das quais 139 apresentaram resultado positivo para pelo menos

uma das metodologias empregadas.

As epidemias de dengue em Pernambuco tornaram-se um problema de
saude publica, por volta do de 1995. O DENV-1 predominou nos anos de 1997-2001,
e nos anos de 2010 e 2011. O DENV-2 predominou nos anos de 1995 e 1996, o
DENV-3 nos anos de 2002-2009 e DENV-4, o ultimo sorotipo a ser introduzido,

70



predominou no ano de 2012 (revisto por Silva, 2013). Nesta casuistica, 0os quatro
sorotipos virais foram identificados através de RT-PCR, com prevaléncia de DENV-1
(50%; 10/20), corroborando os dados relatados por Silva (2013).

Dentre os sorotipos identificados, ressalta-se a identificagdo do DENV-4 em
uma amostra de agosto de 2010 em uma paciente de 47 anos da cidade de
Camaragibe da RMR. No entanto, de acordo com dados da vigilancia em saude do
estado de Pernambuco, o DENV-4 foi introduzido no estado em 2011 no municipio
de Serra Talhada (SVS/PE, 2013). Contudo, diante da impossibilidade de isolamento
viral em cultura celular, esta cepa ndo pdde ser sequenciada para a identificacdo do

genatipo circulante na época.

Os métodos soroldgicos ainda s@o a ferramenta mais Util para o diagndstico
da doenca durante as epidemias. Neste estudo, a deteccdo de anticorpos IgM por

MAC-ELISA, foi a metodologia mais sensivel.

Encontramos alta positividade de amostras nos dias 3 e 5 ap0s 0 surgimento
dos sintomas. Gubler e colaboradores (1998) demosntraram que anticorpos IgM
podem ser detectados ainda na fase aguda da doenca, podendo ser detectaveis até
90 dias, embora resultados negativos durante os dias 3 e 7, possam ser
considerados falso-negativos (Daumas et al., 2013). Nogueira e colaboradores
(1988) relatam que altos niveis de IgM sdo detectados a partir do 14° dia de doenca,

com declinio a partir do 60° dia de doenca.

Em Belo Horizonte, durante epidemia ocorrida em 2011, o MAC-ELISA
confirmou 80,4% (100/124) dos casos suspeitos convalescentes investigados
(Ferraz et al., 2013). No Rio Grande do Sul, area de baixa incidéncia para os DENV,
o MAC-ELISA foi a metodologia que mais contribuiu para a investigacdo de casos
suspeitos entre 2007 e 2013 (18,9%) (Tumioto el al. 2014). No RJ, o MAC-ELISA
confirmou 27,2% e 37,5% dos casos investigados durante as epidemias de 2011 e
2012, respectivamente, ap0s a introdu¢cdo do DENV-4 (Heringer et al., 2017). A
confirmacédo de casos por MAC-ELISA pode estar diretamente relacionada ao
periodo de coleta da amostra. Em concordancia com os achados desta casuistica,
Harron e colaboradores (2018) relatam que considerando a positividade dos testes
sorolégicos separadamente, a deteccdo de IgM é mais prevalente do 1gG, que é

mais prevalente que deteccdo de antigeno NS1.
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A deteccdo de anticorpos anti-DENV da classe IgG obteve 100% de
positividade nos dias 3,8,10 e 14. E sabido que altos titulos de 1gG s&o encontrados
ainda durante a fase aguda em pacientes com infec¢cdo secundaria, quanto que na
infeccdo secundaria baixos titulos de IgM sdo detectados (WHO, 2009). Neste
sentido, utilizamos o método de razao de anticorpos IgM/IgG para distinguir infeccao
priméria e secundéaria (WHO, 2009). Nesta casuistica, 90,74% (49/54) dos casos de
dengue eram provenientes de infec¢cdo secundéaria e tinham média de idade de
28,03 anos enquanto que infec¢des primarias (9,26%; 5/54) 8,98 anos. A alta
proporcdo de casos secundarios nesta casuistica, ressalta a importancia da
combinacdo de diferentes testes sorolégicos e também reflete a cocirculagdo dos

sorotipos de dengue na regido (Schilling et al., 2004).

O teste de captura de antigeno NS1 é um método sorolégico que permite o
diagndstico precoce de infecgdes por DENV, durante o estagio inicial da doenca,
mesmo em laboratdrios com recursos técnicos e equipamentos limitados (Andries et
al., 2012). Em 2008, o Ministério da Saude do Brasil estabeleceu o teste de captura
de antigeno NS1 em unidades de sentinela para identificacdo precoce de casos

suspeitos em varios estados (de Souza et al., 2010).

Neste estudo, amostras com 1 a 8 dias de doenca foram submetidas a
deteccdo de antigeno NS1 com um total de 12,68% (18/142) amostras positivas. As
amostras positivas foram encontradas do segundo ao sétimo dia doencga, com
melhor dia para deteccdo NS1 o 4° dia de doencga, seguida pelo 5° dia de doenca,
corroborando o fato da secrecdo da NS1 ocorrer durante a fase aguda da dengue
(revisto por Lima et al.,, 2010). Fatores como origem geografica das amostras,
infeccdes secundarias e sorotipos podem influenciar negativamente a performance
dos testes (da Costa et al., 2014). Lima et al., (2014) observaram uma baixa
sensibilidade de testes NS1 em casos de DENV-4. Embora uma Unica amostra de
DENV-4 tenha sido detectada neste estudo, sabe-se que o virus foi reintroduzido no
Brasil no ano de 2010 (Temporao et al., 2011). Desta forma, a baixa sensibilidade
dos testes de captura do antigeno NS1 pode ser devida a circulagdo de DENV-4 no
estado de Pernambuco e a hiperendemicidade do local, com muitos casos de
infec¢cbes secundarias. Um estudo realizado durante uma epidemia de DENV-4,
demonstrou 15% de resultados falso negativos para o teste de NS1 e, apontou a
necessidade de avaliacdo desta abordagem para o diagnostico precoce da doenca

por este sorotipo (Colombo et al., 2013).
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Tendo em vista a baixa positividade dos testes, 72 amostras negativas foram
submetidas a dissociacdo térmica e 62 amostras submetidas a dissociacdo &cida,
resultando em uma positividade de 5,5% (4/72) e 1,6% (1/62) para ambos os
meétodos, respectivamente. Considerando-se 0s ensaios de deteccdo de antigeno
NS1 convencional e 0s ensaios por dissociacdo térmica e acida, obteve-se uma
positividade de 16,20% (23/142). A formacado de imunocomplexos com NS1 esta
relacionada a altos niveis de IgG em infec¢Bes secundéarias (Koraka et al., 2003),
sendo assim a utilizacdo de métodos de dissociacdo pode aumentar a sensibilidade
do diagndstico como descrito previamente (Panakitsuwan et al., 1997; Troisi et al.,
1997; Weber et al., 2001). Estudos prévios demonstraram baixa sensibilidade dos
testes de captura de NS1 em casos de infec¢do secundaria e infectados pelo DENV-
4 (Colombo et al., 2013). De fato, 90,74% dos casos testados no teste de NS1

apresentaram anticorpos anti-DENV classe IgG (infeccao secundaria).

A utilizacdo da RT-PCR, permitiu a confirmacédo de 14,60% (20/137) dos
casos analisados. Em 2010, os quatro sorotipos de DENV foram detectados, com
prevaléncia de DENV-1 (52,94%). Em 2011, foi identificada a circulacdo de DENV-1
(33,33%) e DENV-3 (33,33%). Em um estudo no RJ em casos ocorridos de 2010 a
2012, a RT-PCR confirmou 91,0% (183/201) dos testados, no entanto, a alta taxa de
positividade obtida naquele estudo foi devido aos critérios de sele¢cdo das amostras,
gue incluia a analise de amostras até o 5° dia dos sintomas e, em muitos casos,
previamente positivos para o antigeno NS1 (Heringer et al., 2017). Na epidemia
ocorrida em Belo Horizonte em 2011, a RT-PCR em tempo real utilizada identificou a
cocirculacédo dos quatro sorotipos de DENV, com uma maior prevaléncia do DENV-1
(73,2%), seguido do DENV-3 (10,1%), DENV-2 (5,8%) e do DENV-4 (2,9%), recém
introduzido (Ferraz et al., 2013). Em Cuiab4, o RT-PCR confirmou o sorotipo
infectante em 54,8% dos casos investigados entre 2011 e 2014 e, DENV-1, DENV-3
e DENV-4 foram os sorotipos identificados, sendo este Ultimo o sorotipo mais
prevalente (Heinen et al,. 2015). No entanto, um menor percentual de positividade foi
observado na investigacdo de casos suspeitos ocorridos no Rio Grande do Norte
entre 2010-2012, quando 24,1% foram confirmados por esta técnica (Branco et al.,
2015). Na Paraiba, a investigacdo de casos entre 2007 e 2015, identificou por RT-
PCR, o DENV-1 como o sorotipo prevalente no periodo, apesar da cocirculacdo dos
guatro sorotipos em 2013 e 2014 (Guerra-Gomes et al., 2017). Em regibes de
circulagdo de outros arbovirus, como o Amazonas, o RT-PCR também se mostrou

de grande importancia para a investigacdo de casos suspeitos de dengue em 2011,
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determinando o sorotipo em 38,4% (260/677) dos casos investigados. Naquele
estudo, o DENV-2 foi o sorotipo predominante (46.2%), seguido do DENV-4 (29%),
DENV-1 (10.0%) e DENV-3 (9.2%) (Martins et al., 2014).

Uma importante contribuicdo do estudo, foi a identificacdo de dois casos de
coinfeccdo entre DENV-1/2 e um caso de DENV1/3. Coinfectados por DENV-1/2
tratavam-se de dois pacientes do sexo masculino e feminino com 17 e 33 anos,
ambos com 4 dias de doenca, febre, cefaleia, plaguetopenia, exantema,
manifestacbes hemorragicas e tontura. O caso de coinfec¢cdo de DENV-1/3 trata-se
de paciente sexo feminino, 11 anos de idade, apresentando febre, cefaleia e crise
convulsiva.

O primeiro relato de caso de coinfec¢ao na histéria da dengue, ocorreu em
um paciente de 16 anos de Porto Rico, coinfectado por DENV-1/4 na década de
1980 (Gubler et al., 1984). No Brasil, o primeiro relato de caso de coinfec¢ao ocorreu
em Miranda-MS no ano de 1996 pelos sorotipos DENV-1/2 (Rocco et al., 1998).
Anos mais tarde um paciente de 36 anos no CE apresentou infec¢ao simultanea por
DENV2/3 no ano de 2003 (Araudjo et al., 2006). Martins e colaboradores (2014)
durante caracterizacdo molecular no estado do Amazonas em 2011, relataram que
2,3% (13/260) das amostras positivas para DENV, tratavam-se de casos de
coinfeccdo de DENV-2/4, DENV-1/4, DENV-1/2 e DENV-3/4. Além destes, em 2012,
dois casos de coinfeccdo por DENV-1/4 sdo reportados, um em S&o José do Rio
Preto/SP (Colombo et al.,, 2013) e um no RJ (de Bruycker-Nogueira et al., 2018).
Coinfeccdes por DENV-1/DENV-4 e DENV-2/DENV4 também foram reportadas em

casos investigados entre 2011 e 2014 em Cuiaba (Heinen et al,. 2015).

Coinfeccbes por DENV-1/3, também foram identificadas em dois casos na
epidemia de 2010 em Belo Horizonte (Ferraz et al., 2013). Bharaj e colaboradores
(2008) relataram que, em um primeiro estudo detectando coinfecgbes entre
sorotipos de DENV na india, a coninfeccdo DENV1/3 foi a mais prevalente das
coinfeccdes relatadas na regido de Delhi. Embora casos de coinfec¢cdo entre DENV
sejam passiveis de ocorrer em areas hiperendémicas (Lorofio-Pino et al., 1999), é
necessario investigar a importancia de eventos de recombinacdo genética e o
potencial risco para o surgimento de cepas mais virulentas (Bharaj et al., 2008).

Mesmo em regides de baixa circulagéo viral, como no Rio Grande no Sul, que
teve seu primeiro caso autoctone de dengue em 2007, a RT-PCR € uma
metodologia importante para a vigilancia da doenca. Naquele estado, mesmo com

baixa prevaléncia, o método identificou 1,7% dos casos investigados entre 2007 e
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2013, quando comparado a investigagao por isolamento viral (0,25%) (Tumioto et al.,
2014).

Os DENV sédo altamente diversificados (Wang et al., 2002) e esta
diversidade genética foi descrita em diferentes gendtipos dentro de cada sorotipo
(Weaver e Vasilakis, 2009). Como ja esperado, a analise filogenética baseada nas
sequéncias da regido codificante do gene E, demonstrou que a cepa sequenciada
neste estudo, a cepa 186/BR/PE de DENV-1, pertence ao genétipo V
(América/Africa), e encontra-se inserida no clado da linhagem 1b, corroborando a
prevaléncia deste genotipo no continente americano (de Bruycker-Nogueira et al,
2016; 2018). Além das Américas, este gendtipo também € circulante no Oeste da
Africa e em paises da Asia (Weaver & Vasilakis, 2009).

Walimbe e colaboradores (2014) relatam a importancia da india para a
introducdo do gendtipo Cosmopolita (V) na regido do Caribe e Vilabonas-Arenas e
colaboradores (2013) apontam a regido do Caribe como importante epicentro da
dengue nas Américas. De fato, estudos com o gendtipo V do DENV-1 tem
demonstrado que uma dindmica de circulacdo e substituicdo de linhagens tem
ocorrido em diversos paises da América (Mendez et al., 2012; Dos Santos et al.,
2011; Mufioz-Jordan et al., 2013; Tittarelli et al., 2014), e que multiplos eventos de
introduc&o tem ocorrido no Brasil (de Bruycker et al., 2016, 2018).

A cocirculacdo de duas linhagens distintas no pais nos ultimos anos tem
sido relatada (dos Santos et al. 2011, de Bruycker-Nogueira et al., 2018) e, o
envolvimento de ambas as linhagens em casos brandos, graves e fatais demonstra
gue possivelmente ndo estado correlacionadas com algum desfecho da doenca em
particular. O estudo de de Bruycker-Nogueira e colaboradores (2016) demonstra que
a linhagem 1b do gendtipo V apresentou uma rota de introducdo no Norte do Brasil,
a partir da Venezuela e permaneceu circulante somente no Norte do pais. No
entanto, o estudo descreveu uma movimentagdo mais recente para a regiao
Nordeste do Brasil e para a Argentina, o que corrobora a identificacdo desta
linhagem nesta casuistica. Além disto, Silva (2013) também descreve a presenca

das linhagens 1b e 2 no estado de Pernambuco durante o ano de 2010.

Diversos estudos demonstram niveis circulantes elevados de mediadores
inflamatoérios durante a infecgcdo pelo DENV. Neste estudo investigamos fatores
sollveis tais como quimiocinas (MCP-1/CCL2, RANTES/CCL5 e IP-10/CXCL10) e
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fatores de crescimento (EGF, PDGF-BB e HGF) nos casos confirmados de dengue

visando determinar o perfil de ativagdo do sistema imunolégico.

Durante a infeccdo por DENV, linfécitos T, mondcitos, células NK, células
endoteliais, macrofagos e hepatécitos produzem mediadores inflamatorios tais como
citocinas e quimiocinas. Niveis de citocinas como IFN-y, TNF-a, IL-1p3, IL-4, IL-6, IL-
7, IL-8, IL-10, IL-13, IL-15, IL-17, IL-18 e quimiocinas como CCL2/MCP-1, CCL4,
CCL5/RANTES e CXCL10/IP-10, foram associados com casos graves dengue (St.
John et al., 2013).

A guimiocina MCP1-1/CCL2 ¢é uma quimiocina relacionada com
recrutamento de macrofagos, migracdo de células T de memodria e células
dendriticas para os sitios inflamados. A MCP-1/CCL2 é produzida tanto apés a leséo
tecidual ou processos infecciosos (Yoshimura et al 1991). Nesta casuistica,
demonstramos elevados niveis circulantes de CCL2/MCP-1, tanto em pacientes
DSSA como DCSA/DG em comparacao com o grupo controle. No entanto, maiores
concentragdbes foram encontradas nos pacientes com DCSA/DG. De fato, estudos
prévios demostraram que casos graves de dengue apresentaram altas
concentracbes de MCP-1/CCL2 (revisto por Zhao et al., 2016). Lee e colaboradores
(2006), relataram elevados concentracdes e MCP-1/CCL2 nos pacientes com FHD.
Além disto, estudos prévios relataram a associagdo desta quimiocina com

hipotensao e trombocitopenia (Bozza et al., 2008; de Oliveira-pinto et al., 2012).

CCL5 também conhecida como RANTES (regulated on acitivation, normal
T cell expressed and secreted-RANTES) é fundamental para o recrutamento de
leucdcitos aos sitios inflamados. Nossas andlises demonstraram que todos os
pacientes infectados pelo DENV, independente da classificacdo clinica em DSSA ou
DCSA/DG, apresentaram baixas concentragbes séricas de CCL5/RANTES. Esses
resultados corroboram estudos prévios que ja demonstraram baixas concentracdes
de CCL5/RANTES no sangue de pacientes infectados pelo DENV (de-Oliveira-Pinto
et al. 2012). Zhao e colaboradores (2016) relataram baixos niveis de
CCL5/RANTES nos pacientes graves enquanto que Hottz e colaboradores (2016)
demostraram a associacdo de CCL5/RANTES com a trombocitopenia em pacientes

com baixas dosagens. Embora ndo tenhamos encontrado diferenca estatisticamente
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significativa entre os grupos, nossos dados corroboram estudos prévios que

relataram baixos niveis desta quimiocina durante a infecgéo pelo DENV.

CXCL-10 também conhecida como proteina induzida pelo IFN gama
(Interferon gamma-induced protein-IP-10) € produzida por varios tipos celulares em
resposta ao IFN- y. CXCL10/IP-10 possui diversas funcdes tais como quimiotaxia de
monadcitos/macrofagos, linfocitos T, células NK além de promover a adesdo dos
linfécitos T as células endoteliais. Na infeccdo pelo DENV, CXCL10/IP-10 é
produzida pelas células infectadas, e, por isso possui maior concentracao durante a
fase de viremia. Além de também promover o clearance viral (revisto por Conroy et

al., 2015).

Nesta casuistica, demonstramos elevados niveis séricos de CXCL-10/IP-10
nos pacientes DCSA/DG e DSSA comparados com individuos controles. Conforme
observado na figura 5.14, podemos observar que alguns pacientes DCSA/DG
apresentaram elevadas dosagens. Estudos anteriores e com pacientes brasileiros
demonstraram elevadas dosagens de CXCL-10/IP-10 em pacientes infectados pelo
DENV corroborando nossos resultados (De oliveira Pinto et al., 2012). Além disso,
estudo com criangas brasileiras e infectadas pelo DENV-2 demonstram o
envolvimento de CXCL-10/IP-10 com a inducdo de extravasamento vascular e

disfuncéo hepatica (Ferreira et al., 2015).

Os fatores de crescimento sdo substéncias de natureza proteica, que assim
como os hormoénios e as citocinas, desempenham importante papel na comunicagao
intercelular. Estas proteinas estimulam a proliferacdo, migracdo e diferenciacéo
celular. O HGF é um fator de crescimento paracrino secretado pelas células
mesenquimais e apresenta acdes nas células epiteliais e endoteliais. Possui papel
fundamental na angiogénese e regeneracao dos tecidos. Na infec¢cao pelo DENV, as
concentracdes circulantes de HGF foram significativamente elevadas no inicio da
fase febril e o HGF foi associado com gravidade da infec¢cdo (Voraphani, et al.,
2010). Além disso, outro estudo mostrou que os niveis de HGF aumentaram
significativamente em pacientes graves e com choque em comparacdo com
pacientes apresentando manifestacdes clinicas brandas (van de Weg et al., 2013).
Recentemente, Her e colaboradores demonstraram altas concentragdes circulantes

de HGF em pacientes com extravasamento plasmatico e infec¢cao secundaria (Her et
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al., 2017). Nao observamos diferenca estatistica entre os grupos analisados, no
entanto, € necessario considerar o n amostral de pacientes DSSA (n=11), que nesta
casuistica foi um fator limitante para a andlise do teste. Contudo, observamos
elevados niveis de HGF nos pacientes infectados pelo DENV, concordando com

estudos prévios.

Fatores de crescimento, tais como EGF e PDGF séo liberados pelas plaquetas
ativadas apés lesdo vascular. Recentemente, nosso grupo relatou menores
dosagens séricas de PDGF-BB em pacientes DCSA e alta frequéncia de plaquetas
expressando PDGF e HGF nos pacientes infectados pelo DENV (Costa-Barros et al.
2018). Nossos resultados demostraram que 0s pacientes com dengue apresentaram
baixas contagens de plaquetas. Neste sentido, avaliamos as concentracdes séricas
de EGF e PDGF-BB nos pacientes infectados pelo DENV.

O fator de crescimento epidérmico (EGF - epidermal growth fator) é
essencial para a cicatrizacdo de feridas e reparacéo tecidual, estimula proliferacao
celular, aumenta a neovascularizacdo e a migracao de células (Kim et al., 2017).
Observamos que pacientes DCSA/DG apresentaram baixas concentracdes de EGF
comparados aos controles. Estes achados corroboram os relatos de Cardozo e
colaboradores (2017), cujo trabalho demonstrou a associa¢do dos baixos niveis de
EGF com pacientes que tiveram extravasamento plasméatico. Ainda segundo o0s
autores, os baixos niveis de EGF na infeccdo pelo DENV, estaria relacionado a
trombocitopenia e ao consumo deste fator durante o reparo endotelial. Neste
sentido, Butthep e colaboradores (2012) estudando lesdo endotelial, relataram

menores niveis de EGF nos pacientes com SCD, FHD e DC, respectivamente.

O fator derivado de plaquetas (PDGF) promove proliferacdo celular, inibe
apoptose e € um componente integrante da manutencao das redes vasculares (Cao
et al., 2003). Nesta casuistica, encontramos baixas concentra¢cdes de PDGF-BB nos
pacientes. Pacientes DSCSA/DG apresentaram tendéncia de menores
concentracbes (DCSSA/DG vs controles, P=0,06) em concordancia com nossos
estudos prévios (Costa-Barros et al. 2018). Rathakrishnanet e colaboradores (2012)
relataram correlacéo entre trombocitopenia e baixas concentracbes de PDGF. Além
disso, os autores demostraram menores niveis de PDGF em pacientes com infec¢ao

secundaria.
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Interessantemente, estudo recente com a sindrome trombocitopénica grave-
SFTS (Severe Fever with Thrombocytopenia Syndrome) causada pelo virus SFTS,
género bunyavirus, relatou baixas dosagens de PGDF-BB nos pacientes com
trombocitopenia grave (Zhang et al., 2016). Nossos estudos, demonstraram baixos

niveis de PDGF-BB em pacientes com DCSA e com trombocitopenia.

Embora néo tenhamos encontrado diferenca estatistica entre os grupos
analisados, DSSA e DCSA/DG, com os diferentes fatores de crescimento
analisados, esses resultados demonstram que além dos mediadores classicos
(citocinas/quimiocinas), os fatores de crescimento parecem desempenhar um papel
importante na patogénese da infeccdo pelo DENV e devem ser mais estudados

futuramente.
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7. CONCLUSAO

A alta incidéncia de dengue no municipio de Recife no periodo estudado é
refletida pela maior concentracdo populacional daquela regido, assim como pela
area da abrangéncia da unidade de saude selecionada;

Junho de 2010 foi o més com maior incidéncia de notificacdo desta casuistica, o
que corrobora dados do ministério da saude e o maior indice de pluviosidade do
ano. A maior incidéncia de casos em 2011 ocorreu em julho;

Os dados demograficos demostraram que o sexo feminino foi 0 mais acometido
em relacdo aos casos suspeitos, assim como naqueles com diagnostico positivo
de infecgao pelo DENV.

A faixa etaria mais acometida foi de 0-15 anos.

Febre foi o sinal mais frequente nesta casuistica. Dor abdominal, Manifestacdes
hemorragicas e sinais de acumulo de fluidos refletiram o alto percentual de
casos de DCSA desta casuistica.

Os parametros hematologicos evidenciaram trombocitopenia em pacientes
suspeitos e confirmados.

MAC-ELISA foi o teste mais sensivel para o diagnostico de dengue. Seguido de
deteccdo de antigeno NS1, cujos métodos de dissociacdo de imunocomplexos
refletiram em baixa positividade.

O diagnéstico molecular possibilitou a identificacdo de DENV-1, DENV-2, DENV-
3 e pela primeira vez DENV-4, caracterizando um cenario hiperendémico. Além
disto coinfecc¢des entre DENV-1/2 e DENV-1/3 foram identificadas.

A identificacdo da cepa 186/BR/PE/2010 corrobora dados sobre a circulacao do
gendtipo V de DENV-1 no Brasil.

A dosagem das quimiocinas e fatores de crescimento demonstrou niveis
circulantes aumentados de MCP-1/CCL2, IP10/CXCL10 e HGF e baixos niveis
circulantes de RANTES/CCL5, PDGF-BB e EGF. Esses resultados corroboram
dados da literatura e sugerem a associacdo destes mediadores com a
imunopatogénese da infeccdo pelo DENV.
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8. PERSPECTIVAS

Como perspectiva, pretendemos realizar a analise filogenética e
caracterizacédo de subpopulacdes virais de cepas de DENV detectadas em pacientes
apresentando diferentes desfechos clinicos da doencga, assim como em casos de
coinfeccdo entre os DENVs e/ou outros arbovirus.
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9. ANEXOS

9.1: Ficha de acompanhamento clinico
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Apresentagdo do Projeto:

O= autores pretendem estudar mecanismos fisiopatologicos da dengue, mais especificadamente, fatores
imunclogicos e genéticos relevantes & regulagdo da resposta antiviral e & patogénese da doenga. No
objetivo primario & descrito que o estudo reline duas vertentes. Entretanto, sdo identificaveis trés grandes
estudos que se complementam.

Sao apresentados quatro chjstivos e freze objetivos secundarios,

O primeiro estudo € de caso-controle, considerando casos pacientes com manifestagdes clinicas
indicadoras de gravidade (manisfestagdes neurclogicas e/ou co-morbidades) e controles pacientes sem
estes sintomas. Os valuntarios serdo recrutados de bancos de dados dos centros participantes da pesquisa
(UFMS & UPE) semelhante ao realizado pelo centro do RJ. Pretende-se determinar o perfil de citocinas e o
perfil genético a fim de identificar biomarcadores especificos de gravidade através da correlagdo entre

polimorfismo no gene e regulagdo da proteina como marcador de gravidade.
0 segundo estudo & longitudinal, avaliando voluntarios jovens na fase aguda da doenca. Amostras de

voluntarios na fase aguda da doenga serdo processadas imediatamente ou estocadas nas insfituigdes

paticipantes do sstude, a fim de comparar a resposta imuncologica de fase aguda com
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