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SILVA, Ana Maria da. Estudo de cinética de viremia do virus dengue sorotipo 3 em formas
clinicas da dengue com diferentes niveis de gravidade. 2008. Dissertacdo (Mestrado em Satde
Publica) - Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes, Fundagcdo Oswaldo Cruz.

RESUMO

Estudos que relacionam a cinética de viremia, o estado de imunidade do hospedeiro e as
formas clinicas da dengue sdo importantes para uma melhor compreensao da patogénese da
doenca. A quantificacdo da magnitude da replicacdo viral é fundamental no entendimento da
progressao da doenga para formas clinicas mais graves. O presente trabalho foi realizado com
o objetivo de estudar a cinética de viremia do virus dengue sorotipo 3 (DENV-3) nos
diferentes tipos de infec¢do e formas clinicas. Dois kits (DSSS-P26 e DSSS-P29),
especificos para detec¢do e determinacdo da carga viral do DENV-3 por PCR em tempo real,
foram testados e validados, sendo escolhido e utilizado o kit DSSS-P29 que apresentou um
limite de deteccdo de 10 copias de RNA. Foram analisadas 314 amostras de soro seqiienciais
de 85 pacientes, além de 209 primeiras amostras coletadas na fase aguda (periodo febril). Os
niveis de viremia foram os mesmos em infec¢des primdrias e secunddrias e diferentes formas
clinicas, quando analisadas amostras seqiienciais. O tempo mediano de duracio da viremia foi
de 10 dias. A carga viral mdxima foi observada entre o primeiro e o terceiro dia apds o inicio
dos sintomas. Foi detectada viremia apds a defervescéncia em todas as formas clinicas. A
reducdo dos niveis de plaquetas foi mais acentuada nas infec¢des primadrias, com valores mais
baixos entre o quinto e o sétimo dia de inicio dos sintomas. Além disso, os valores de
transaminase glutimico oxalacética (TGO) foram mais elevados que os de transaminase
glutamico pirtvica (TGP) em amostras coletadas até oito dias de inicio dos sintomas, em
infec¢des secunddrias e na forma clinica dengue cldssica complicada, embora a TGP tenha
permanecido alterada por mais tempo. Os niveis de viremia foram mais elevados nas formas
mais graves (febre hemorrdgica da dengue e dengue cldssica complicada) que em dengue
classica (p<0,0001), quando analisada a primeira amostra de cada paciente, coletada na fase
febril. Os niveis de carga viral e cinética de viremia nas amostras analisadas ndo
possibilitaram predizer a gravidade da dengue.

Palavras-chave: Dengue. Viremia. Carga viral. PCR. Febre Hemorrdgica da dengue.
Transaminases. Plaquetas. Hematdcrito.



SILVA, Ana Maria da. Study of viraemia Kinetics of serotype 3 dengue virus in dengue
clinical forms with different severity levels . 2008. Dissertation (Master of Public Health) -
Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes, Funda¢ao Oswaldo Cruz.

ABSTRACT

Studies correlating viraemia kinetics, the host’s immune status and clinical forms of dengue are
important for a better understanding of the disease pathogenesis. The quantification of magnitude
in viral replication is fundamental in the follow-up of disease progression into more severe forms.
The present work was designed to study the viraemia kinetics of serotype 3 dengue virus (DENV-
3) in different infection types and clinical forms. Two kits (DSSS-P26 and DSSS-P29), specific
for viral load detection and determination of DENV-3 by real-time PCR were tested and
validated. The kit DSSS-P29 with a lowest detection limit of 10 copies of RNA was chosen and
used in all experiments. A total of 314 sequential serum samples from 85 patients were analyzed,
in addition to another 209 first samples collected in acute phase (febrile period). In the sequential
samples the levels of viraemia were similar in both primary and secondary infections, as well as
in the different clinical forms. The median time of viraemia duration was ten days. The maximum
viral load was observed between the first and third day of onset. It was detected viraemia after
defervescence in all clinical forms. Platelet levels were lower in primary infections, with the
lowest values between the fifth and the seventh day after the onset of symptoms. Moreover the
aspatate amino transferase (AST) values were higher than alanine amino transferase (ALT) in
samples collected until the eighth day, in secondary infections, and in the dengue fever
complicated clinical form. ALT abnormal values were present for a longer period. In the first
samples of each patient collected in the febrile period, the viraemia levels were higher in more
severe forms (dengue hemorrhagic fever and dengue fever complicated) than in dengue fever
(p<0.0001). It wasn’t possible to predict with accuracy the dengue severity through the viral load
and viraemia in the analyzed samples.

Keywords: Dengue. Viraemia. Viral load. PCR. Dengue hemorrhagic fever. Transaminases.
Platelet. Hematocrit.
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1 INTRODUCAO

1.1 Aspectos epidemiologicos da dengue

A dengue é uma doenca causada por um arbovirus que € transmitido ao homem através da
picada de mosquitos do género Aedes, sendo o Aedes aegypti considerado seu principal vetor
(LIGON, 2004).

Infec¢des pelo virus dengue (DENV) sdo responsdveis por altos indices de morbidade na
maioria das dreas tropicais e subtropicais da Asia, Oceania, Africa e Américas ( GUBLER, 1997;
GUZMAN; KOURI, 2004), sendo um problema de satide publica, distribuindo-se em mais de
100 paises e acometendo cerca de 2,5 bilhdes de pessoas. Estima-se que ocorram anualmente
cerca de 50 a 100 milhdes de casos de dengue classica (DC) e centenas de milhares de casos de
febre hemorrdgica da dengue (FHD) pelo mundo (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE,
2002). Em termos de anos potenciais de vida perdidos ajustados para incapacidade (disability-
adjusted life years, DALYs), uma morte por dengue representa 28 DALYs (CATTAND et al.,
2006).

Os relatos de uma epidemia semelhante a dengue por volta dos anos 1789 — 1790, ocorrida
em Batavia (Jakarta), Cairo e Filadélfia, indicam que a distribui¢io global da dengue tem existido
por mais de 200 anos (MAIHURU, 2004). Até a Segunda Guerra Mundial, as pandemias de
dengue aconteciam a cada 10-30 anos e ndo era freqiiente a ocorréncia de epidemia em uma
mesma localidade. Durante e apds a Segunda Guerra Mundial, este padrao epidémico sofreu
alteragdes. Mudancgas ecologicas decorrentes do incremento da atividade econdmica e
urbanizacio no sudeste da Asia nesta época criaram condi¢es ideais para o aumento da
transmissdo de doencas, cujos vetores sdo mosquitos, montando o cendrio onde a pandemia
global de dengue foi iniciada (GUBLER, 1998; RIGAU-PEREZ et al., 1998).

Apesar da elevada transmissdo epidémica e hiperendemicidade (co-circulacdo de multiplos
sorotipos da dengue), a epidemia de febre hemorrdgica da dengue manteve-se localizada no
Sudeste da Asia, devido principalmente aos programas de erradicacio do Aedes aegypti nas

Américas, para controle da febre amarela urbana, nas décadas de 50 e 70 (GUBLER, 2002;
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RIGAU-PEREZ et al., 1998). Esse programa, coordenado pela Organizacio Panamericana da
Satde (OPAS) foi finalizado no inicio dos anos 70. Ao final dessa década, o Aedes aegypti re-
infestou a maioria dos paises americanos (GUBLER, 2002). O ntimero de paises com epidemia
de dengue aumentou significativamente entre os anos 80 e 90, a medida que novos sorotipos €
diferentes genétipos do virus foram introduzidos (RIGAU-PEREZ et al., 1998). Essa reinfestacio
de regides por Aedes aegypti, € a introducdo de novos sorotipos em populacdes susceptiveis sao
claros pressdgios do aumento de transmissdo (HALSTEAD, 1997). Atualmente a doenca € mais
prevalente do que em anos anteriores, e sua prevaléncia tem aumentado a cada ano (GIBBONS;
VAUGHN, 2002). A dengue € considerada um dos melhores exemplos de doenga infecciosa viral
emergente e reemergente (GUZMAN, 2005).

Na América Latina, a reemergéncia da dengue ocorreu durante os anos 60 no Caribe e
Venezuela, e nos anos 70 na Colombia (GUZMAN; KOURI, 2003).

As dreas urbanas do Brasil permaneceram livres do Aedes aegypti até 1976. Com o
ressurgimento do mosquito, deu-se inicio a uma onda de epidemias comecando em 1981, em
Roraima, com isolamento dos sorotipos 1 (DENV-1) e 4 (DENV-4). Em 1986, ocorreu uma
epidemia de DENV-1 no Rio de Janeiro, seguida da introducdo do DENV-2 (1990) e DENV-3
(2000), resultando na circulacdo endémica e epidémica do virus por todo o pais. Atualmente, os
sorotipos 1, 2 e 3 do virus dengue circulam simultaneamente em 22 dos 27 estados do Brasil
(SIQUEIRA, 2005).

Existe atualmente o risco da introducdo do sorotipo 4 no Brasil (CORDEIRO, 2008). Esse
risco € aumentado pela existéncia de DENV-4 em paises da América do Sul, como Venezuela e a
Colémbia (GUZMAN; KOURI, 2002). Apesar de ter sido relatado por Figueiredo et al. (2008) a
deteccdo de DENV-4 em trés pacientes residentes na cidade de Manaus, Amazonas, no periodo
de janeiro de 2005 a junho de 2007, estes achados nao foram, até o momento, confirmados pelo
Ministério da Sadde.

Em Pernambuco, o primeiro surto de dengue ocorreu em 1987, controlado no mesmo ano,
gracas as medidas de controle do vetor. Em 1995, uma nova epidemia ocorreu com a introdug¢do
do DENV-2. Em 2002, o DENV-3 foi introduzido, e¢ atualmente, os trés sorotipos estdo
circulando no estado (CORDEIRO, 2007b).

A incidéncia de dengue varia com o periodo chuvoso e aumento de temperatura.

Historicamente, casos de dengue tém sido registrados, predominantemente, nas populagcdes
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urbanas, onde a alta densidade demografica e a curta distancia para voo do vetor sdao condi¢des
que favorecem a transmissdo viral (GUHA-SAPIR; SCHIMMER, 2005; HALSTEAD, 1997).
Numerosos fatores t€ém sido propostos na inicia¢do € manutencdo de uma epidemia: a cepa do
virus, a densidade vetorial, comportamento e competéncia da populagdo do mosquito vetor, a
susceptibilidade da populagdo humana (fatores genéticos e imunidade pré-existente) e a
introdu¢do do virus dentro de uma comunidade receptiva (MCBRIDE; BIELEFELDT-
OHMANN, 2000).

O Aedes aegypti esta estreitamente ligado ao habitat humano. As larvas sdo encontradas
principalmente em 4dgua estagnada contida em recipientes plasticos, pneus, vasos de plantas,
latas, cisternas, bromélias, buracos em darvores, troncos de palmeiras (RIGAU—PEREZ et al.,
1998). O mosquito é mais ativo durante o dia, com picos de atividade entre 2 e 3 horas apds o
nascer do dia e algumas horas antes do anoitecer. As fémeas desse mosquito sdo as responsaveis
pela transmissdo e dispers@o de varios sorotipos € um tnico mosquito, se infectado, pode infectar
vérias pessoas (GUBLER, 1998). O mosquito se infecta ao ingerir sangue de um individuo
durante o periodo de viremia (cerca de 5 dias) e pode transmitir a doenca para um individuo
susceptivel depois de um periodo de incubagdo extrinseca de 8 a 12 dias (Figura 1) (RIGAU-
PEREZ et al., 1998). Uma vez infectado, o mosquito transmite o virus pelo resto de sua vida

(HALSTEAD, 2008).

O mosquito se
realimenta/
transmite o virus

O mosquito se alimenta/
adquire o virus

l Periodo de incubagdo Periodo de incubagdo
¢ extrinseca ‘ ’ D intrinseca =
Viremia Viremia
0 5 8 12 16 20 24 28
doenga Dias doenga
Ser humano 1 Ser humano 2

Figura 1 - Transmissao do virus da dengue pelo Aedes aegypti.
Fonte: Centers for Disease Control and Prevention (2008).
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Apds um periodo de incubagdo intrinseca, que pode variar de 3 a 14 dias (média de 4 a 7
dias), uma pessoa picada por um mosquito infectante pode apresentar os sintomas agudos de
febre, acompanhados por uma variedade de sinais e sintomas ndo especificos. Durante esse
periodo febril agudo, que pode durar de 3 a 10 dias, os virus dengue circulam no sangue
periférico (GUBLER,1998). A quantidade de virus no sangue € crucial para o sucesso da
infeccdo. No entanto, ndo se conhece o nivel de viremia necessdrio para transmissdo do virus
(HALSTEAD, 2008).

N3ao existe um tratamento especifico para dengue. O tratamento recebido pelos pacientes € de
suporte e inclui repouso, antipiréticos, analgésicos e antieméticos. Em casos mais graves deve ser
adicionada a reposi¢do de fluidos e eletrdlitos para corre¢do de fluidos perdidos e acidose
(BRASIL, 2002).

O controle ou prevengdo da dengue e febre hemorrdgica da dengue envolve o combate ao
mosquito vetor, que tem se mostrado ineficiente, sendo de dificil sustentagdo em longo prazo e de
alto custo. A implementacdo de sistemas eficazes de vigilancia e o desenvolvimento de uma
vacina efetiva sdo consideradas agdes prioritarias pela Organizagdo Mundial da Saidde (LIGON,
2004).

A falta de um modelo animal para dengue tem sido um obstaculo para o desenvolvimento de
uma vacina (GIBBONS; VAUGHN, 2002). Embora alguns modelos estudados, como o modelo
de rato “humanizado”, mostrem alguns sintomas da dengue, tais como, febre, exantema e
trombocitopenia, eles falham em simular os sintomas da febre hemorragica da dengue e sindrome
do choque da dengue (SCD) (PANG; CARDOSA; GUZMAN, 2007). Vacinas contra dengue
devem ser testadas quanto a seguranga e eficdcia, imunizando contra os quatro sorotipos (vacina
tetravalente) e evitando o fendmeno de imunoamplificagdo da infec¢do dependente de anticorpos,
o que ainda demanda vdrios anos de pesquisa, inclusive o tempo necessario para a realizacdo dos
testes em seres humanos (CORDEIRO, 2008; FIGUEIREDO, 1999).

Enquanto ndo houver uma vacina efetiva disponivel para a populacdo, o controle efetivo do
mosquito, envolvendo a comunidade e a vigilancia epidemioldgica laboratorial sdo as melhores
estratégias para prevenir epidemias de dengue e reduzir o impacto social de FHD/SCD (DE

SIMONE et al., 2004).
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1.2 O virus dengue

O virus dengue pertence a familia Flaviviridae, género Flavivirus e € representado por quatro
sorotipos antigénicos distintos (DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4). A particula viral é
icosaédrica, coberta por um envelope lipidico contendo proteinas do envelope e da membrana
(ROTHMAN, 2004).

O virus se liga as células hospedeiras permissivas via endocitose mediada por receptor. E
consenso geral que células da linhagem fagocitica mononuclear (mondcitos, macréfagos e células
dendriticas) sdo alvos primdrios in vivo. A internalizac¢do e acidificagdo no endossomo e fusdo
das membranas viral e vesicular permitem a entrada do nucleocapsideo no citoplasma e
desempacotamento do genoma. Em seguida, tem inicio a replicacdo do genoma e montagem de
novas particulas virais (MUKHOPADHYAY; KUHN; ROSSMANN, 2005).

O genoma viral (RNA fita simples de polaridade positiva, com 10,2 kb) tem uma tnica janela
aberta de leitura (open reading frame, ORF), codificando uma poliproteina (Figura 2), que apds
processamento origina trés proteinas estruturais (capsideo, membrana e envelope) e sete proteinas

ndo-estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5) (ROTHMAN, 2004).

[] = L]

C pM E NS1 NS2A NS2B NS3 NS4A NS4B NS5

Figura 2 - Organizaciao do genoma dos flavivirus e suas proteinas resultantes.
Fonte: Rothman (2004).

A proteina C (proteina do capsideo) tem um peso molecular em torno de 13,5 kDa e € o
primeiro polipeptideo sintetizado durante a traducdo. Possui uma alta propor¢do de aminodcidos
basicos que parece neutralizar a carga negativa da molécula de RNA viral com a qual estd
associada (CHANG, 1997).

Duas formas de proteinas M tém sido caracterizadas: prM (pré-membrana) contida em virions

intracelulares imaturos (Figura 3a) e a proteina M (membrana) contida em virions maduros
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extracelulares (Figura 3b). A clivagem especifica de prM (22 kDa) durante a maturacdo viral
resulta na formacgdo da proteina M (8 kDa). Esta clivagem parece preceder a liberacao do virus da
célula e ser um evento terminal na morfogénese do virion, resultando na reorganizagdo da
estrutura superficial do virus para exposi¢do do dominio de ligacdo do receptor E, e conseqiiente
aumento da infectividade viral (HENCHAL; PUTNAK, 1990; YU et al., 2008). Acredita-se que a
prM proteja a proteina E da reorganizagdo induzida por pH e fusido prematura durante a secre¢do,
servindo, possivelmente, como uma chaperona para empacotamento apropriado e montagem da
proteina E na superficie do virus (BARTENSCHLAGER; MILLER, 2008; CLYDE; KYLE;
HARRIS, 2006).

A glicoproteina do envelope (E) é a maior proteina do envelope do virus (51-60 kDa), tem um
papel chave em importantes processos, incluindo ligacdo ao receptor, hemaglutinacdo de células
sangiiineas, inducdo de resposta imune protetora, fusdo especifica de membrana e montagem
viral (GUZMAN; KOURI, 2004). Todos os flavivirus tém um grupo de epitopos comum na
proteina do envelope que resulta em reacdes cruzadas em testes sorolégicos (GUBLER, 1998).
Proteinas E do virus dengue sao glicosiladas diferentemente, de acordo com o sorotipo e as
células em que o virus é propagado. A glicosilacdo de E tem sido relacionada com a ligag¢do ao

receptor e fusdo endossomal (CLYDE; KYLE; HARRIS, 2006).

Bicamada de
lipideos

prM/E

‘ Nucleocapsideo '

.“\‘ ”;'.

100 A
e
3A 3B
Figura 3A - Particula imatura do virus Figura 3B - Representacio esquematica do
dengue. virus dengue maduro.
Nota: Crio-elétron microscopia, mostrando as Nota: E, proteina do envelope; M, proteina
glicoproteinas prM e E, a bicamada lipidica e o associada a membrana; C, proteina do capsideo.

nucleocapsideo. Fonte: Yu et al. (2008). Fonte: Henchal e Putnak (1990)
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A glicoproteina NS1 (46 kDa) atua na fase precoce da infecc@o viral (BARTENSCHLAGER;
MILLER, 2008) e é expressa em trés formas: uma forma residente no reticulo endoplasmético
(RE) que co-localiza com o complexo de replicagdo viral, uma forma ancorada na membrana e
uma forma secretada (sNS1) (LINDENBACH; RICE, 2003). Essa forma secretada, assim como a
glicoproteina E, é um alvo dominante da imunidade humoral e pode ter um papel significante na
patogénese da doenca (CLYDE; KYLE; HARRIS, 2006).

A proteina NS2A (22 kDa), uma das pequenas proteinas ndo estruturais (NS2A, NS2B, NS4A
e NS4B), é requerida para o apropriado processamento proteolitico de NS1. A proteina NS2B
(14,5 kDa) esta envolvida na funcdo protease do complexo NS2B-NS3 (CHANG, 1997).

Das proteinas ndo estruturais, a melhor caracterizada ¢ a NS3 (70 kDa). Ela tem sido
implicada na interacdo com a proteina de ligacdo do receptor nuclear humano, que modula o
trafego intracelular entre o reticulo endoplasmatico e o complexo de Golgi; possui atividade de
helicase e de protease. Epitopos de NS3 sdao comumente encontrados no repertdrio de linfécitos T
citotoxicos especificos contra o virus dengue (CHANG, 1997; CLYDE; KYLE; HARRIS, 2006).

As proteinas NS4A (16 kDa) e NS4B (27 kDa) estao implicadas na localizagdo apropriada de
proteinas virais ¢ montagem do virion (LINDENBACH; RICE, 2003). Tem sido citada a
capacidade de NS4A, juntamente com NS2A, de bloquear a traducdo de sinal mediada por
interferon (IFN). NS4 € um potente inibidor de sinalizagc@o de interferon B (IFN- B) e interferon vy
(IFN- v) (CLYDE; KYLE; HARRIS, 2006).

Tem sido sugerido que NS2A, NS4A e NS4B servem para ancorar a replicase viral as
membranas celulares (BARTENSCHLAGER; MILLER, 2008).

A proteina NS5 (105 kDa) é a maior e mais conservada proteina entre as proteinas dos
Flavivirus. Ela serve como RNA polimerase viral RNA-dependente. NS5 também pode induzir a
transcri¢ao e traducdo de interleucina-8 (IL-8) (CHANG, 1997; LINDENBACH; RICE, 2003).

A replicacdo do genoma ocorre nas membranas intracelulares. A montagem do virion ocorre
na superficie do reticulo endoplasmaético (RE) quando as proteinas estruturais € RNA recém
sintetizados ocupam o limen do RE. As particulas virais imaturas e particulas subvirais, ambas
ndo infecciosas, sdo transportadas pela rede trans-Golgi. Particulas virais imaturas sdo clivadas
pela furina protease do hospedeiro, resultando em particulas maduras (infecciosas). Particulas
subvirais também sdo clivadas pela furina e juntamente com as particulas maduras sdo

subseqiientemente liberadas por exocitose (MUKHOPADHYAY; KUHN; ROSSMANN, 2005).
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Além de serem classificados em 4 sorotipos, de acordo com a variabilidade antigénica,
baseada na capacidade de neutraliza¢do do virus pelo soro, também é possivel classificar o virus
dengue em gendtipos, baseando-se na variacdo genOmica entre os sorotipos. Essas diferencas
genotipicas parecem estar associadas com a diferenca na viruléncia (KURANE; TAKASAKI,
2001; PIRES NETO et al.,, 2005). A classificacdo genética depende da regido do genoma
estudada, do método e da analise utilizados no estudo (CORDEIRO, 2008).

Através de andlises filogenéticas e epidemioldgicas tem se buscado demonstrar se existem
gendtipos que possam estar associados as formas graves, enquanto outros causem apenas a forma
classica da doenga (RICO-HESSE, 2003). A caracterizagdo molecular de amostras virais
associadas as epidemias, determinagdo da variabilidade genética, padrdes de transmissdo destas
cepas sdo fundamentais para o desenvolvimento de estratégias efetivas no controle da doenca

(CORDEIRO, 2008).

1.3 Patologia da dengue

A infeccdo pelo virus dengue causa uma doenca cujo espectro inclui desde formas
clinicamente assintomdticas até quadros graves, acompanhados por hemorragias e choque, que
podem evoluir para o 6bito (LIGON, 2004). A dengue cléssica caracteriza-se por uma febre
abrupta, geralmente alta (39-40°C), associada a cefaléia, prostragdo, mialgia, artralgia, dor
retroorbitdria, exantema maculopapular acompanhado ou ndo, de prurido. Anorexia, nduseas,
vOmitos e diarréia também podem ser observados (RIGAU-PEREZ, 2002).

A forma mais grave da doenga € a febre hemorrdgica da dengue / sindrome do choque da
dengue, caracterizada pelo desenvolvimento de extravazamento plasmdtico, anormalidades de
coagulacdo e comprometimento hepdtico (ROTHMAN, 2004).

Todos os quatro sorotipos do virus dengue podem causar desde formas assintométicas até as
formas mais graves da doenca. A infeccdo com um sorotipo induz imunidade permanente
especifica ao sorotipo infectante, conferindo apenas uma curta imunidade cruzada (heterotipica)

para os outros sorotipos, o que possibilita as pessoas que vivem em dreas hiperendémicas, onde
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circulam multiplos sorotipos do virus dengue, serem infectadas com os quatro sorotipos durante
sua vida (GUBLER, 1998; SABIN, 1952).

Trés importantes sistemas do organismo (hematoldgico, vascular e hepatico) estdo envolvidos
nas alteracdes patoldgicas da FHD/SCD. A disfuncdo desses sistemas induzida pela infec¢ao pelo
virus dengue, tanto direta como indiretamente, causa as manifestacdes da FHD/SCD (LEI, 2001).

O extravazamento plasmdtico, conseqiiéncia do aumento da permeabilidade vascular e
evidenciado através da hemoconcentragdo e/ou derrame pleural ou peritoneal, € o principal fator
patogénico, resultando nas formas mais graves, com hipotensio e choque, algumas vezes
acompanhados de coagulacdo intravascular disseminada e hemorragia, o que caracteriza a
sindrome de choque da dengue (LEI, 2001; ROTHMAN, 2004). O extravazamento plasmatico
geralmente se torna evidente entre o terceiro e o sétimo dia da doenga. Estudos histoldgicos de
vasos sangiiineos de casos fatais ndo revelam destruicdo de células endoteliais, demonstrando que
0 extravazamento plasmdtico é provavelmente provocado mais por danos funcionais do que
anatomicos nestas células (ROTHMAN; ENNIS, 1999).

A tendéncia a sangramentos estd relacionada com fragilidade capilar e acentuada
trombocitopenia (ROTHMAN; ENNIS, 1999). Os valores mais baixos de plaquetas sdo
tipicamente coincidentes com extravazamento plasmdtico; trombocitopenia também ocorre em
significante porcentagem de pacientes com DC. Como o declinio na contagem de plaquetas
geralmente ocorre antes do extravazamento plasmdtico, esse parametro tem sido muito util na
decisdo de hospitalizar o paciente predisposto a FHD (ROTHMAN, 2004; SRICHAIKUL
NIMMANNITYA, 2000).

A patogénese da trombocitopenia observada em DC e FHD € explicada pela producio
diminuida (supressdo da medula 6ssea), destruicdo periférica aumentada (mediada pelo sistema
imune) e utilizagdo aumentada das plaquetas (consumo na coagulopatia). Além da
trombocitopenia, uma outra importante alteracdo observada na FHD ¢ a disfuncdo das plaquetas,
devido ao acionamento do mecanismo de agregacdo plaquetdria na fase aguda da doenca
(SRICHAIKUL; NIMMANNITYA, 2000). Também tem sido sugerida a existéncia de anticorpos
direcionados contra a proteina NS1 do virus dengue que reagiriam com plaquetas e células
endoteliais (hipotese auto-imune). Essa hipdtese € corroborada pelo achado de maiores titulos de
anticorpos anti-plaquetas em pacientes com FHD do que em pacientes com DC (HALSTEAD,
2007).
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As alteracdes hepdticas observadas na dengue podem ser resultadas de um efeito direto do
virus sobre as células hepdticas ou conseqiiéncia de uma resposta imune do hospedeiro contra o
virus (SENEVIRATNE; MALAVIGE; SILVA, 2006).

O envolvimento hepatico na dengue € demonstrado por hepatomegalia e niveis de
transaminases elevados (ROTHMAN; ENNIS, 1999). Embora o figado nio seja o 6rgdo alvo
principal do virus dengue, alteragdes importantes como necrose focal central e paracentral,
hipertrofia das células de Kupffer e corpusculos de Councilman, que parecem corresponder a
necrose dos hepatdcitos, t€m sido relatadas em pacientes com FHD/SCD (DANTAS; PASSONI,
2003; KUO, 1992). Insuficiéncia hepatica tem sido citada como uma das causas de encefalopatia
e mortes causadas pelo virus dengue (NGUYEN; NGUYEN; TIEU, 1997).

A hepatomegalia € mais freqiiente em pacientes com FHD do que naqueles com DC. A
determinacdo dos niveis de transaminases € utilizada como marcador de avaliagdo de gravidade
(SOUZA et al., 2007). Esses niveis também sao mais elevados em pacientes com FHD e tendem
a retornar ao normal dentro de 14 a 21 dias ap6s a infeccao (SENEVIRATNE; MALAVIGE;
SILVA, 2006). Em infeccdes por dengue, elevacdes nos niveis de transaminase glutdmico
oxaloacética (TGO, AST) tém sido maiores do que nos niveis de transaminase glutamico pirtdvica
(TGP, ALT). Este padrao € diferente do encontrado nas hepatites virais, mas semelhante ao que é
observado na hepatite alcodlica. O significado desse padrdo de elevacdo de transaminases tem
sido discutido. E sugerido por alguns autores que o excesso de TGO é devido ao dano aos
midcitos durante a infec¢do (KUO, 1992).

E importante distinguir as formas benignas da dengue daquelas de maior gravidade, que
requerem tratamento diferenciado. O diagndstico precoce e o pronto atendimento sdo essenciais
para a redu¢do do indice de mortalidade por FHD/SCD (LIGON, 2004; ROTHMAN, 2004).
Casos fatais de pacientes com sindrome do choque de dengue podem ocorrer em mais de 10%
dos casos (RIGAU-PEREZ et al., 2002).

O fato de o virus ter provavelmente como células alvo para a replicagdo os mondcitos,
macréfagos e células dendriticas, assume relevante importancia no esclarecimento dos fatores
determinantes para a ocorréncia da febre hemorragica da dengue (CLYDE; KYLE; HARRIS,
2006; HALSTEAD, 1997). Ndo se conhece bem a patogénese da FHD/SCD nem que condicdes
do hospedeiro favorecem a gravidade da doenca. Fatores epidemioldgicos e viroldgicos, fatores

de risco do hospedeiro, como idade, estado nutricional, sexo, doengas cronicas e raca, sdo fatores
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de risco que fazem a doenca mais freqiiente em um determinado grupo (LEI, 2001; SIERRA;
KOURLI,; GUZMAN, 2007). O risco de FHD € mais alto quando dois ou mais sorotipos do virus
estdo circulando simultaneamente (RIGAU-PEREZ et al., 1998).

Duas teorias tentam explicar a ocorréncia de febre hemorrdgica da dengue: a teoria da
modificacdo de viruléncia, que sugere que os fatores de risco para a FHD estdo mais relacionados
com os genoétipos oriundos de mutacdes e os sorotipos do virus envolvidos na infeccdo (ROSEN,
1977); e a teoria das infec¢des seqiienciais heterotipicas, a mais aceita atualmente, que preconiza
que a probabilidade de ocorréncia de FHD/SCD € maior no individuo que sofre uma infec¢do
secunddria (seqiiencial) com um sorotipo diferente de uma infec¢io prévia (HALSTEAD, 1970).
Um dos mecanismos propostos é o favorecimento da infec¢do dependente de anticorpos
(antibody-dependent enhancement/ADE), ou imunoamplificagdo da infec¢do dependente de
anticorpos, que supde que anticorpos pré-existentes reagindo cruzadamente, nao neutralizariam a
infec¢do, mas facilitariam a entrada viral em células que possuem receptores para a por¢ao Fc da
molécula de imunoglobulina. Isso pode resultar em um aumento mais rdpido da intensidade da
carga viral e uma maior propensdo ao desenvolvimento de FHD (HALSTEAD, 1997,
ROTHMAN, 2004; STEPHENSON, 2005). Estudos correlacionando a cinética de viremia, o
estado de imunidade do hospedeiro e as formas clinicas da dengue sdo, portanto, importantes e
necessdrios para o entendimento da patogénese da doenca.

Ainda segundo Halstead (1997), a presenca de anticorpos anti-dengue, adquiridos
passivamente por anticorpos maternos, IgG heterotipicos, em criangas menores de um ano com
infeccdo primdria poderdo predispd-las ao processo de imunoamplificagdo, aumentando o risco
de desenvolver a forma mais grave da doenca.

Em dreas de hiperendemicidade, a circulacdo de multiplos sorotipos e a maior probabilidade
de infec¢des secunddrias sdo fatores reconhecidos de aumento da probabilidade de febre
hemorrigica da dengue (Figura 4). Nessas dreas, os mecanismos propostos nas duas teorias

citadas acima t€ém maior probabilidade de acontecer (GUBLER; TRENT, 1994).
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Hiperendemicidade
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de virus de infec¢des secunddrias
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Figura 4 — Aumento da probabilidade de febre hemorragica da dengue em areas de
hiperendemicidade.
Fonte: Gubler e Trent (1994) (traduzido).

Os critérios utilizados para a definicdo da forma clinica da dengue foram definidos pela
Organizacao Mundial da Satide (1987,1999):
a) Dengue Cldssica

E uma doenga febril aguda de dois a sete dias de duragdo (as vezes com dois picos de febre)
com duas ou mais das seguintes manifestacdes: dor de cabeca, dor retro-orbital, mialgia/artralgia,
erupcdes na pele, manifestacdo hemorragica (petéquias e prova do laco positiva) e leucopenia.
b) Febre hemorragica da dengue

Apresenta tendéncia hemorragica evidenciada por uma ou mais das seguintes manifestacoes:
prova do laco positiva, petéquias, equimose ou purpura, sangramento de mucosa (principalmente
epistaxe ou sangramento de gengivas), hematémese ou melena, trombocitopenia (contagem de
plaquetas abaixo de 100.000/mm”) e evidéncia de extravazamento plasmatico devido ao aumento
de permeabilidade capilar, representado por hemoconcentragdo, que corresponde a um aumento
relativo do hematdcrito maior ou igual a 20% ou presenca de derrame cavitirio ou
hipoalbuminemia.

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) classifica ainda os casos de FHD de acordo com a

gravidade, em graus I a IV, como descrito a seguir:
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Grau I - febre com dois ou mais dos seguintes sinais: dor de cabeca, dor retro-orbital, mialgia e
artralgia, prova do laco positiva, contagem de plaquetas inferior a 100.000/mm’ e um aumento de
hematdcrito, maior ou igual a 20%.

Grau II - os mesmos sinais e achados laboratoriais do grau I, mais sangramentos espontaneos.
Grau III - os mesmos sinais e achados laboratoriais do grau II, mais falhas circulatérias (pulso
fraco, hipotensdo e agitacao).

Grau IV - os mesmos sinais e achados laboratoriais, mais choque profundo com pulso e pressdo
indetectaveis.

A FHD de grau III e IV € também chamada de Sindrome do Choque de Dengue.

Essa classificag@o tem sido alvo de discussdes, uma vez que foi baseada em estudos pioneiros
realizados no Hospital de Criangas em Bangkok, na Tailandia, Sudeste da Asia, nos anos 60, que
definiu os padrdes da doenca naquela época (BANDYOPADHYAY; LUM; KROEGER, 2006).
Estudo realizado por Balmaseda et al. (2005) demonstrou que mais de dois tercos de todos os
adultos analisados, com manifestacdes graves da dengue, ndo foram classificados como febre
hemorragica da dengue, como conseqiiéncia da dificuldade de atender os critérios adotados pela
Organizacdo Mundial da Saude. Sugestdes de reavaliacdo dos critérios, principalmente com
relacdo a hemoconcentragdo para demonstragdo de alteracdes de permeabilidade tém sido

propostas (RIGAU-PEREZ, 2006).

1.4 Diagnostico Laboratorial

O diagnostico de dengue, preciso e eficiente, € importante para o cuidado clinico, suporte a
vigilancia, estudos de patogénese e pesquisas de vacinas, bem como confirmacio de casos (DC
ou FHD/SCD) e para o diagndstico diferencial com outras doencas, como leptospirose e rubéola.
O diagnéstico da infecgdo pelo virus dengue € feito com base em dados clinicos, epidemioldgicos
e testes laboratoriais para detec¢do do virus, de antigeno ou RNA viral e anticorpos especificos

(GUZMAN; KOURI, 2004).
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O diagndstico da dengue € feito em dois estdgios: estdgio I, com febre e viremia
acompanhados de antigenos NS1 no sangue; e estdgio II, o periodo pés-febril precoce, durando
poucas semanas, quando os niveis de IgM e IgG estdo elevados (HALSTEAD, 2007).

Durante a infeccao primadria, apds inicio dos sintomas da doenca, o virus pode ser encontrado
no soro ou plasma por aproximadamente 2 a 7 dias, correspondendo ao periodo de febre, fase
aguda da doenca (HALSTEAD, 2007; SHU; HUANG, 2004). Na infec¢do secunddria, a duragdo
da viremia pode ser de 2 ou 3 dias, enquanto a presenga de antigenos NS1 no sangue dura mais
tempo (HALSTEAD, 2007). A viremia rapidamente desaparece, seguindo-se o aparecimento de
anticorpos anti-dengue (IgM), geralmente a partir do quinto dia da doenca, na maioria dos
pacientes, e podem persistir por 60 a 90 dias apds o inicio da doenga (CORDEIRO, 2008; KAO
et al., 2005). Essa permanéncia de anticorpos IgM por cerca de trés meses ou mais, em alguns
individuos e o fato da maioria dos testes soroldgicos ndo serem tipo especificos, faz com que o
diagnéstico baseado na deteccao de [gM em uma tnica amostra nao seja definitivo (VORNDAM;
KUNO, 1997).

Na infeccdo primdria, anticorpos IgG surgem em poucos dias ap6s o aparecimento de IgM (7
a 10 dias ap6s inicio da doenga). Em infeccdes secunddrias, niveis elevados de IgG podem ser
detectados j4 na fase aguda e sobem consideravelmente nas duas semanas seguintes,
permanecendo elevados na maioria dos pacientes. Os niveis de IgM s@o mais baixos e em alguns
casos durante a infeccdo secundaria, podem estar ausentes. Os anticorpos IgM indicam uma
infeccdo recente, enquanto altos titulos de IgG em amostras de fase aguda sdo um critério de
infecdo secunddria (GUZMAN; KOURI, 2002; KAO et al., 2005; VAZQUEZ et al., 2005).

E importante considerar o periodo da doenca em que o paciente se encontra para com isso se
decidir qual o tipo mais apropriado de teste a ser utilizado e se fazer uma correta interpretacio
dos resultados obtidos (KAO et al., 2005).

Os métodos usuais para confirmar as infecgdes por dengue sdao isolamento viral, transcri¢ao
reversa seguida de rea¢do em cadeia da polimerase (RT-PCR) e deteccdo de anticorpos (IgG e
IgM) anti-virus dengue por enzimaimunoensaio (ELISA) (KAO et al., 2005; SHU; HUANG,
2004). Também tem sido cada vez mais utilizada a reagdo em cadeia da polimerase quantitativa
em tempo real (QPCR), que permite a detecc¢io e determinacao da carga viral em amostras de soro

coletadas na fase aguda da doenca (SHU; HUANG, 2004).
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1.4.1 Isolamento Viral

O isolamento viral em cultura de células de mosquitos € largamente utilizado como método
padrdao ouro para o diagnéstico da infeccdo pelo virus dengue, sendo considerado o mais
confidvel, uma vez que € a evidéncia direta da infec¢ao viral (KAO et al., 2005; YAMADA et al.,
2002).

Quatro sistemas de isolamento do virus dengue t€m sido utilizados: inoculagdo intra-cerebral
em camundongos com 1 a 3 dias de nascidos; cultura de células de mamiferos (como as linhagens
de células LLC-MK; Vero e BHK21); inoculacdo intra-tordcica em mosquitos adultos e cultura
de células de mosquito (como células AP-61, Tra-284, C6/36, AP64 e CLA-1). A inoculagdo de
amostras diretamente em mosquitos Toxorhynchites splendens adultos é considerada o melhor
sistema de isolamento, em termos de sensibilidade, mas infelizmente ndo estd disponivel na
maioria dos paises endémicos (GUBLER, 1998; GUZMAN; KOURI, 2002; SHU; HUANG,
2004).

A inoculagdo do soro, coletado na fase aguda, em linhagens celulares de mosquito, tais como
Aedes albopictus (C6/36), Aedes pseudoscutellaris (AP61) é comumente empregada para o
isolamento viral (GUZMAN; KOURI, 2002). Atualmente, o isolamento viral com linhagem de
células C6/36 de Aedes albopictus tem sido o método de escolha para a rotina, por sua facilidade
de manutencdo e sensibilidade (IGARASHI, 1978; VORNDAM; KUNO, 1997). Neste método o
soro € inoculado em cultura de células e incubado por cerca de 10 dias, periodo durante o qual é
observada a producdo de efeito citopatico (ECP), como formagdo de sincicio. Esse efeito
citopdtico, no entanto, pode ser discretamente produzido por alguns sorotipos do virus dengue,
sendo por isso indicada a deteccdo do virus através da reacdo de imunofluorescéncia com
anticorpos monoclonais sorotipo-especificos (GUBLER et al., 1984; HENCHAL et al., 1982).
Esse método € capaz de isolar virus em, aproximadamente, 36% dos casos confirmados
(VORNDAM; KUNO, 1997). Modifica¢des no método, incluindo a realiza¢do do isolamento em
placas de 24 pocgos e centrifugacdo tém sido utilizadas com o objetivo de aumentar essa
sensibilidade, sobretudo em amostras de pacientes com baixos titulos do virus (CACEDA;

KOCHEL, 2007).
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1.4.2 Detec¢ao de Anticorpos

1.4.2.1 Teste de Inibi¢cdo da Hemaglutinagdo

O teste de hemaglutinagdo é o teste padrdo utilizado pela OMS para a confirmacio e
classificacdo soroldgica da infeccdo pelo virus dengue (VORNDAM; KUNO, 1997). O ensaio €
baseado na habilidade dos anticorpos de inibir a aglutinacdo de hemadcias de ganso ou hemaicias
humanas do grupo sangiiineo “O” pela glicoproteina do virus dengue (CLARK; CASALS, 1958).

Baseando-se no teste de inibicio da hemaglutina¢do, a infec¢do € caracterizada como
primdria na auséncia de anticorpos inibidores da hemaglutinacdo (<1:20) na amostra de soro de
fase aguda, coletada antes do quarto dia de doenga e presenca de anticorpos na amostra de soro
da fase de convalescenca com titulo < 1:1280; e é considerada como secunddria, quando ha
presenca de anticorpos inibidores da hemaglutinacdo (>1:20) na amostra de soro de fase aguda,
coletada antes do quarto dia de doenca e detec¢do de anticorpos com titulos >1:2560 na amostra
de soro da fase de convalescenca, com aumento de, no minimo, quatro vezes no titulo de
anticorpos inibidores da hemaglutinacio (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 1987).
Entretanto, esse teste apresenta reagdes cruzadas com outros flavivirus e sdo necessarias duas

amostras obtidas nas fases aguda e de convalescenca (KAO et al., 2005; YAMADA et al., 2002).

1.4.2.2 Teste de Neutralizagdo por Redugdo de Placa (PRNT)

O teste de neutralizacdo por reducdo de placa (PRNT) € o ensaio sorolégico mais sensivel e
especifico utilizado para o diagndstico do virus dengue (DE PAULA; FONSECA, 2004). E
usado, principalmente, para determinar o sorotipo do virus dengue responsavel pela infeccdo e
para medir a imunidade apds a vacinag@o contra virus em geral. Nesse teste, dilui¢des da amostra
de soro do paciente sdo incubadas com quantidades definidas do virus. O resultado é dado com

referéncia ao titulo onde hd a mais alta dilui¢cdo do soro que reduz o nimero de placas de 50 a
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90% (VORNDAM; KUNO, 1997). Um aumento de 4 vezes, ou mais, nos titulos entre as fases
aguda e de convalescenca indica uma infec¢do corrente (KAO et al., 2005).

O teste de neutralizag¢do por redugdo de placa é especialmente util em infec¢des primdrias de
dengue, durante o inicio da convalescenca, porque os anticorpos neutralizantes detectados sdo
relativamente monotipicos para o virus infectante. Em infec¢des secunddrias, sdo produzidos
altos titulos de anticorpos neutralizantes para dois ou mais dos quatro sorotipos de dengue. Em
algumas combinac¢des de infecc¢Oes seqiienciais, o titulo mais alto de anticorpos neutralizantes no
soro do paciente convalescente € dirigido contra o virus que infectou o paciente anteriormente
(ndo o virus da infeccdo atual), fendmeno denominado de “pecado original antigénico”
(HALSTEAD; ROJANASUPHOT; SANGKAWIBHA, 1983; ORGANIZACAO MUNDIAL DA
SAUDE, 1987).

1.4.2.3 Enzimaimunoensaio (ELISA)

O método enzimaimunoensaio (ELISA) é o mais amplamente utilizado na rotina para
detecc¢ao de imunoglobulinas IgG e IgM pela alta sensibilidade apresentada e facilidade de uso.

A técnica imunoenzimdtica de captura de IgM (MAC-ELISA) € o teste mais util para a
vigilancia epidemioldgica da dengue e FHD/SCD (DE PAULA; FONSECA, 2004). Em casos
suspeitos de dengue, a presenca de anticorpos IgM anti-dengue indica infec¢do recente. A
deteccdo de IgM ndo € util para a determinacdo do sorotipo devido a reac@o cruzada com outros
sorotipos do virus dengue e Flavivirus (GUZMAN; KOURI, 2002).

O método ELISA para deteccao de anticorpos anti-IgG é comumente usado para diferenciar os
casos quanto ao tipo de infec¢do, primdria ou secunddria. Nao € muito especifico, apresenta

reacOes cruzadas com outros Flavivirus e como o IgM, ndo permite a determinacio do sorotipo. E

util em estudos soro-epidemioldgicos (DE PAULA; FONSECA, 2004; KAO et al., 2005).
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1.4.3 Detec¢ao de antigenos

Apesar da possibilidade do uso de radioimunoensaio (RIA) e imunofluorescéncia (IF) para
deteccdo de antigenos do virus dengue, os mesmos ndo tiveram aplicagdo na rotina devido a
baixa sensibilidade (GUZMAN; KOURf, 2004). Alguns testes baseados em ELISA utilizando
anticorpos monoclonais NS1 especificos da dengue t€m sido desenvolvidos com o objetivo de
detectar antigenos NS1 no sangue (DUSSART et al., 2006; SHU et al., 2003; XU et al., 2006).
Através desses testes € possivel estudar a cinética do aparecimento de antigenos NS1 no sangue
(pico de titulos entre 6 a 10 dias ap6s a febre), bem como a caracterizacao eficiente de infeccdes
primdrias e secundérias (HALSTEAD, 2007). Foi demonstrado que niveis de NS1 no plasma
correlacionaram com niveis de viremia e foram mais altos em pacientes com febre hemorragica
da dengue que naqueles com dengue cldssica (GUZMAN; KOURI, 2004). Kits para
determinacdo de NS1 encontram-se disponiveis comercialmente, com a proposta de diagndstico
precoce da dengue e tem sido usado em paises como México, Coldmbia e Paraguai, apesar de nio

ter sido adotado como padrao pela Organiza¢do Mundial de Saude.

1.4.4 Detec¢ao molecular do virus dengue

Antes do emprego de técnicas moleculares, como a PCR, o diagnoéstico da infecgdo pelo virus
dengue apresentava o problema relacionado ao tempo requerido para os resultados laboratoriais
serem adquiridos: anticorpos IgM ndo sdo geralmente detectados nos primeiros dias da infeccdo e
para o isolamento viral é necessario mais que uma semana de incubacdo (VORNDAM; KUNO,
1997). A PCR permite a deteccdo mais rdpida e sensivel que os métodos de isolamento viral
tradicionais, uma vez que amplifica 4cido nucléico mesmo de virus inativado e ndo depende nem
do crescimento viral nem do desenvolvimento de anticorpos (KAO et al., 2005). Virias
abordagens da técnica de PCR tém sido desenvolvidas, tais como RT-PCR, nested-PCR e PCR

em tempo real, e estdo sendo utilizadas no diagndstico da dengue.



Silva, Ana Maria da Introdugado 37

1.4.4.1 Transcricdo reversa seguida de Reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR)

Diversos protocolos de PCR t€m sido descritos para a deteccdo do virus dengue. Estes
protocolos variam entre si quanto a localizacdo gendmica dos iniciadores, especificidade,
sensibilidade e métodos para detectar os produtos da PCR e identificar os sorotipos. Dentre eles,
o descrito por Lanciotti et al. (1992) tem sido largamente utilizado (GUZMAN; KOURf, 2002).

Lanciotti et al. (1992) desenvolveram um ensaio de RT-PCR que permite a detec¢do do virus
na amostra utilizando iniciadores de consenso localizados nos genes C e prM, amplificando um
fragmento de 511 pb na primeira rodada de PCR (RT-PCR convencional). Uma segunda PCR
(semi-nested-PCR) com iniciadores especificos possibilita a identificacdo do sorotipo através da
formacdo de produtos de DNA com tamanhos diferentes. Esta RT-PCR tem sido aplicada no
diagnéstico da dengue utilizando amostras como soro, tecidos de casos fatais, pool de mosquitos,
culturas de células infectadas e larvas de mosquitos (GUZMAN; KOURI, 2002). Este sistema de
RT-PCR € capaz de detectar pelo menos 100 cépias do virus dengue presente na amostra e
apresenta sensibilidades de 94% com DENV-1, 93% com DENV-2 e 100% com DENV-3 e
DENV-4 quando comparado com o método de isolamento viral (KAO et al., 2005; LANCIOTTI
et al., 1992).

A maior desvantagem da PCR € que ela estd sujeita a contaminac¢do com amplicons, podendo
apresentar resultados falso-positivos. Para garantir resultados corretos, procedimentos
apropriados de controle de qualidade devem ser utilizados (GUZMAN; KOURI, 2002).

Tendo em vista a possibilidade de contaminac@o na realizacdo da PCR devidas ao manuseio
dos tubos nas duas rea¢des, modificacdes na técnica de Lanciotti et al. (1992) tém sido propostas.
Dentre elas pode ser citada a nested-PCR em tubo tnico (GOMES et al., 2007), onde os
iniciadores especificos para cada sorotipo sdo imobilizados dentro da tampa de tubos de reacdo
por adsorcdo seguida de solubilizacdo apds a primeira reacdo. Este formato € menos susceptivel a
contaminacdo, uma vez que elimina a necessidade de transferéncia de amplicons para um
segundo tubo de reacdo com novos iniciadores e reagentes.

Os métodos moleculares baseados em RT-PCR tém sido ainda combinados com a cultura de
células para aumentar a sensibilidade e reduzir o tempo necessdrio para identificar os virus

cultivados (SHU; HUANG, 2004).
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1.4.4.2 PCR quantitativa em tempo real (qPCR)

O método de PCR quantitativa em tempo real (qQPCR), uma variante da PCR, permite a
deteccdo do nimero de amplicons gerado durante cada ciclo de amplificacio no momento de sua
formacgdo (PCR cinética quantitativa) através do acompanhamento da fluorescéncia de corantes
ou sondas especificos. Esta técnica elimina a necessidade de manipulacdo dos produtos gerados
ap6s amplificacdo e permite a utilizacdo de sistemas automatizados de detec¢do, podendo
detectar menos que 10 cépias de um determinado transcrito (WATZINGER; EBNER; LION,
2006). A gqPCR oferece significante melhoria em relacdo a PCR convencional, uma vez que os
dados sdo coletados na fase exponencial de crescimento da reacdo, onde as condi¢des sao Gtimas,
ao invés de coletd-los no final da reacdo onde a quantidade de amplicon pode ser afetada por
inibidores ou saturacio por produtos de PCR (MACKAY; ARDEN; NITSCHE, 2002).

Na gPCR, os valores de fluorescéncia sdo registrados em cada ciclo e representam a
quantidade de produto amplificado naquele ponto da reacdo de amplificacdao (Figura 5). O ponto
que detecta o ciclo no qual a reagcdo atinge o limiar da fase exponencial é denominado de C;
(Cycle Threshold) e permite a quantificacdo exata e reprodutivel. A emissdo dos compostos
fluorescentes gera um sinal que aumenta na proporc¢ao direta da quantidade de produto da PCR.
O C, é proporcional ao numero de cépias do alvo presente na amostra (MACKAY; ARDEN;
NITSCHE, 2002; NOVAIS; PIRES-ALVES, 2004). Quanto mais alta € a quantidade inicial do
alvo, mais cedo o produto acumulado € detectado no processo de PCR, e mais baixo € o valor do

C(DORAK, 2006).
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Figura 5 - Curva de Amplificacao da PCR em tempo real.
Nota: Ct = Cycle Threshold.
Fonte: Novais e Pires-Alves (2004).

Existem quatro técnicas utilizadas na qPCR para detectar o produto amplificado: molecular
beacons, sondas de hidrdlise, sondas de hibridiza¢do e corantes intercalantes (BUSTIN, 2000;
WATZINGER; EBNER; LION, 2006).

Molecular beacons sao oligonucleotideos usados como sondas de fita simples com seqiiéncias
flanqueadoras de 5 a 7 nucleotideos, que formam uma estrutura secunddria entre as extremidades
5 e 3’, chamada de haste-e-volta (stem-loop). O loop contém uma seqiiéncia que ¢é
complementar a seqiiéncia-alvo e a haste é formada pelo anelamento das seqiiéncias
complementares que estdo localizadas nas extremidades (NOVAIS; PIRES-ALVES, 2004). Um
marcador fluorescente (fluoréforo) é ligado a uma extremidade e um quencher (molécula que
aceita energia do fluor6foro na forma de luz e a dissipa na forma de luz ou calor) na outra
extremidade. Quando molecular beacons se encontram livres em solucdo, ndo emitem
fluorescéncia (figura 6A). No entanto, quando hibridizam com a fita de DNA contendo a
seqiiéncia-alvo, as sondas assumem uma mudanca conformacional, onde o fluoréforo se dissocia
do quencher, tornando-a capaz de emitir fluorescéncia (figura 6B) (NOVAIS; PIRES-ALVES,
2004; WATZINGER; EBNER; LION, 2006). O uso de molecular beacons tem sido descrito com
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o objetivo de diagnostico da infec¢do pelo virus dengue e de identificar a fita de RNA de
polaridade negativa do virus dengue como um indicativo de replicacdo molecular ativa

(ANWAR; AUGUST; TOO, 2006; PARIDA et al., 2005).
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Figura 6 — Molecular Beacon.

Nota: A. Oligonucleotideo usado como sonda € sintetizado de modo a possibilitar a forma¢do de uma
estrutura secunddria nas extremidades 5° e 3’. B. Com a mudanca conformacional, o fluor6foro se dissocia
do quencher, ocorrendo a emissao de fluorescéncia.

Fonte: Novais e Pires-Alves (2004).

As sondas de hidrélise também denominadas de TagMan® (Applied Biosystems) ou sondas 5°
nuclease, sdo os ensaios mais descritos para deteccdo de DNA ou RNA viral (WATZINGER;
EBNER; LION, 2006). TagMan® é uma sonda utilizada para detectar seqiiéncias especificas nos
fragmentos de DNA amplificados na PCR. Esta sonda apresenta em uma extremidade (5°) um
fluor6foro (molécula reporter), e na outra extremidade (3”) um qguencher, covalentemente ligados
(figura 7). Quando a molécula repérter na sonda TaqMan® ¢ estimulada por uma fonte de luz
apropriada para emitir fluorescéncia, a energia € transferida para o quencher, suprimindo a
fluorescéncia do reporter. Este principio fisico € conhecido como transferéncia de energia de
fluorescéncia por ressonancia (Fluorescence ressonance energy transfer, FRET). Durante a PCR

em tempo real a sonda TagMan® é degradada devido 2 atividade exonuclease 5° — 3’ da Tagq
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DNA polimerase, separando o quencher da molécula fluorescente durante a extensdao. (NOVAIS;
PIRES-ALVES, 2004; WATZINGER; EBNER; LION, 2006). A separa¢dao do fluoréforo do
quencher resulta em um aumento de intensidade da fluorescéncia, ocorrendo a emissdao de luz
aumentada exponencialmente e que ocorre somente quando a sonda hibridiza e a amplificacdo da
seqiiencia alvo é estabelecida (BUSTIN, 2000; NOVAIS; PIRES-ALVES, 2004). Virios
ensaios de PCR em tempo real utilizando sonda TaqMan® tém sido desenvolvidos para o

diagndstico molecular da dengue (GOMES-RUIZ et al., 2006; ITO et al., 2004).
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Figura 7 — PCR em tempo real baseada no sistema TagMan®.
Fonte: Novais e Pires-Alves (2004).

O método de hibridiza¢do de sondas, também chamado de sondas lineares, usa duas sondas
de hibridizacdo. Uma das sondas possui em sua extremidade 3’ um doador de fluorescéncia, que
emite luz verde fluorescente quando excitado por uma fonte de luz. Esta emissao de luz provoca a
excitacdo de um fluor6foro ligado a extremidade 5° da segunda sonda. A excitacdo do doador
resulta na transferéncia de energia de fluorescéncia por ressondncia (FRET) para o aceptor e a
emissdo de luz vermelha fluorescente. Neste método, o sinal fluorescente € detectado apenas

como um resultado da hibridiza¢do independente das duas sondas a seqii€ncia-alvo correta e as
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sondas nao sdo hidrolisadas (BUSTIN, 2000). O desenvolvimento de sondas de hibridizacdo para
o diagnodstico da dengue tem sido citado na literatura (HOUNG; HRITZ; KANESA-THASAN,
2000), porém estas sondas nao t€m sido correntemente utilizadas.

Dos corantes intercalantes, o mais empregado no diagnéstico por PCR em tempo real € o
SYBR Green (figura 8) devido ao seu baixo custo, uma vez que ndo necessita do desenho de
sondas especificas, e facilidade de uso. Apesar de intercalar na molécula de fita dupla de DNA de
maneira ndo especifica, elevada especificidade é conseguida pela andlise da curva de dissocia¢do
(NOVALIS; PIRES-ALVES, 2004; WATZINGER; EBNER; LION, 2006).

O SYBR Green emite 100 vezes mais luz quando excitado por uma fonte de luz apropriada.
Durante as fases da PCR de anelamento e extensdo, as moléculas de SYBR Green vao se ligando
a fita dupla de DNA recém sintetizada. O aumento de fluorescéncia gerado por essa ligagcdo é
detectado em tempo real, sendo essa fluorescéncia proporcional a quantidade do segmento de

DNA amplificado (BUSTIN, 2000; NOVAIS; PIRES-ALVES, 2004).

Figura 8 — Molécula de SYBR Green entre a fita dupla de DNA.
Fonte: Applied Biosystems (2003).

O ensaio de RT-PCR em tempo real utilizando SYBR Green tem a vantagem da simplicidade
no desenho do iniciador e usa protocolos RT-PCR adequados para a detec¢do de multiplas
seqiiéncias-alvo, embora seja teoricamente menos especifico que as sondas TagMan®(SHU;
HUANG, 2004). Virios autores tém referido o uso de qPCR utilizando o SYBR Green no
diagnéstico da dengue (CHUTINIMITKUL et al., 2005; SHU et al., 2003; YONG et al., 2007).
Um estudo realizado por Gomes-Ruiz et al. (2006) demonstrou ndo haver diferenca no
desempenho do ensaio de qPCR utilizando SYBR Green e sondas TagMan® para o diagnéstico

de infeccdes pelo virus dengue sorotipo 3.
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A eficiéncia da amplificacdo da reacdo de PCR em tempo real deve ser de 90 a 100%,

podendo ser calculada usando-se dados coletados de uma curva padrdo com a seguinte férmula:
Eficiéncia = [10 C1°P9] — 1
O slope € o indicador da amplificacdo real, representa o coeficiente angular da reta composta

pelos pontos da curva padrio. Uma alta eficiéncia estd associada a inclinagdo de

aproximadamente 3,32 para cada dilui¢do do alvo de 10 vezes — fator 10 (GOMES, 2008).
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Figura 9 - Curva padrao da reacio de PCR em tempo real.
Fonte: dados da autora.

Alguns fatores tais como tamanho do amplicon, estrutura secunddria e qualidade dos
iniciadores podem afetar a eficiéncia da reacdo de PCR (DORAK, 2006).

O problema de formacdo de dimeros de iniciadores pode ser resolvido utilizando-se softwares
capazes de realizar andlises da curva de dissociacdo (melting curve) (MACKAY; ARDEN;
NITSCHE, 2002). A andlise da especificidade do produto formado € aplicdvel aos ensaios de
gPCR baseados no uso de corantes intercalantes, sondas de hibridizacdo ou molecular beacons
(BUSTIN, 2000; WATZINGER; EBNER; LION, 2006).

Na andlise da curva de dissociacdo, medidas de fluorescéncia sdo feitas no final da reacdo de
PCR. A temperatura na reagdo € gradualmente aumentada até que ocorra a completa desnaturacdo

das moléculas de fita dupla de DNA. Os hibridos, alvo-sonda, se dissociam em uma temperatura
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de dissociagdo especifica (melting temperature, Ty, temperatura em que 50% dos hibridos alvo-
sondas sdo dissociados) de acordo com sua seqiiéncia, comprimento e conteido GC
(guanina/citosina), o que leva a padrdes caracteristicos de cinéticas de fluorescéncia. A andlise
da curva de dissociagdo € feita através de um grafico com a intensidade de fluorescéncia contra o
gradiente de temperatura em uma escala logaritmica (Figura 10). Os perfis da curva de
dissociacdo podem ser usados para discriminar o tamanho completo dos amplicons de produtos
mais curtos como dimeros de iniciadores, pela sua reduzida temperatura de desnaturacio. Logo,
produtos ndo especificos podem ser diferenciados de amplicons especificos (BUSTIN, 2000;

GOMES, 2008; WATZINGER; EBNER; LION, 2006; WONG; MEDRANO, 2005).

Curva de dissociacdo

0.160

Derivada da
Fluorescéncia o
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60 65 70 75 80 85 a0 a5

Temperatura °C

Figura 10 — Curva de dissociacio da PCR em tempo real com SYBR Green.

Nota: na figura é mostrado um produto especifico com T,, = 83°C e uma amostra
negativa (NTC, no template control).

Fonte: dados da autora.

A gPCR permite a utilizacdo de mudltiplas sondas de oligonucleotideos, sendo nesse caso
denominada de multiplex, utilizada para a discriminag¢do de miltiplos amplicons. Esta técnica €
de grande utilidade no diagndstico da dengue, uma vez que permite a identificacdo dos quatro

sorotipos em uma unica reagdo (MACKAY; ARDEN; NITSCHE, 2002). Diversos protocolos



Silva, Ana Maria da Introdugado 45

que permitem a deteccdo e sorotipagem do virus dengue através da PCR em tempo real multiplex
tém sido descritos com diferentes sensibilidade, especificidade e eficiéncia (CALLAHAN et al.,
2001; CHIEN et al., 2006; JOHNSON; RUSSEL; LANCIOTTI, 2005; KONG et al., 2006;
LAUE; EMMERICH; SCHMITZ, 1999).

A quantificacdo de RNA do virus dengue fornece informacdes para estudos da patogénese,
monitoracdo da carga viral e a cinética de proliferacdo do virus. O acompanhamento da carga
viral € um util indicador de infec¢do ativa e interacdo virus-hospedeiro (KAO et al., 2005;
WATZINGER; EBNER; LION, 2006). Espera-se que, com a possibilidade de determinagdo da
carga viral, seja possivel identificar marcadores de diferenciacdo entre a forma benigna e a forma

mais grave da doenca.



JUSTIFICATIVA
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2 JUSTIFICATIVA

Considerando-se que a febre hemorrdgica da dengue é a forma clinica mais grave da
doenca, € relevante que se identifiquem marcadores de progndstico desta forma clinica. A teoria
mais difundida sobre os mecanismos de imunopatogenia da dengue € o aumento de infecc¢io
celular mediado por anticorpos ndo neutralizantes, que resultaria em niveis virais mais elevados e
patologia vascular. Portanto, para entender a progressdo da doenca para as formas mais graves, a
quantificacdo da magnitude da replicacdo viral tem um papel fundamental. Para isso, faz-se
necessdrio um estudo da cinética de viremia em pacientes com diferentes formas clinicas da
dengue (Dengue Classica, Dengue Clédssica Complicada e Febre Hemorrdgica da Dengue),
buscando avaliar se existe algum padrdo caracteristico que possa estar associado com essas
formas clinicas, bem como com infec¢des primdrias e secunddrias (seqiienciais), utilizando um
teste diagndstico, com alta sensibilidade, que seja aplicdvel durante a fase precoce sintomética.

Muitos trabalhos tém sido realizados com o objetivo de identificar padrdes clinico-
epidemioldgicos e laboratoriais preditivos de gravidade da dengue. No entanto, os estudos sobre a
cinética de viremia em pacientes com as diferentes formas clinicas da dengue sio relativamente
escassos, € entre esses poucos, somente uma fracdo bem menor deles, utiliza-se de métodos
quantitativos precisos.

No estado de Pernambuco, em 2002, ocorreu uma epidemia de dengue causada pelo sorotipo
3 que passou a circular simultaneamente com os sorotipos 1 e 2, com predominio do sorotipo 3.
Uma coorte de pacientes residentes em Recife e em municipios da Regido Metropolitana,
infectados pelo sorotipo 3, foi composta pelo Laboratério de Virologia e Terapia Experimental
(LaViTE), do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes / FIOCRUZ, para propdsitos que cobrem

desde o desenvolvimento de vacinas contra a dengue até o presente trabalho.



PERGUNTA

CONDUTORA
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3 PERGUNTA CONDUTORA

Existe correlacdo entre a cinética de viremia do virus dengue sorotipo 3 e os diferentes tipos

de infeccdo e formas clinicas?



HIPOTESE
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4 HIPOTESE

A cinética de viremia do virus dengue sorotipo 3 esta correlacionada com os diferentes niveis

de gravidade das formas clinicas da dengue.



OBJETIVOS
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S OBJETIVOS

5.1 Objetivo geral

Estudar a cinética de viremia do virus dengue sorotipo 3 nos diferentes tipos de infeccdo e

formas clinicas da dengue.

5.2 Objetivos especificos

a) Determinar a cinética de viremia de pacientes com diferentes formas clinicas de dengue,

b) Investigar possiveis associacOes entre o nivel de carga viral e o tipo da infec¢@o (primaria

ou secundaria),

c) Investigar possiveis associacdes entre o nivel de carga viral e a forma clinica da doenca,

d) Investigar possiveis associagOes entre carga viral e contagem de plaquetas no sangue,

percentual de hemoconcentracio e niveis de transaminases,

e) Mensurar o poder preditivo da carga viral em relacdo a gravidade da doenca.



MATERTIAIS E
METODOS
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6 MATERIAIS E METODOS

6.1 Tipo de Estudo

Estudo observacional, envolvendo um componente descritivo de uma série de casos

provenientes de uma coorte prospectiva € um componente de natureza laboratorial.

6.2 Selecao e processamento das amostras

Foram utilizados neste estudo soros de pacientes de um banco de amostras provenientes de
um estudo de coorte sobre dengue desenvolvido no Centro de Pesquisas Aggeu Magalhaes,
descrito por Cordeiro et al. (2007a). Essas amostras foram encaminhadas ao Laboratério de
Virologia e Terapia Experimental (LaViTE) através de um convénio com os Hospitais Santa
Joana, Esperanca e Instituto Materno Infantil de Pernambuco (IMIP), onde pacientes com
suspeita clinica de infec¢do pelo virus dengue foram atendidos. As amostras estdao identificadas
de acordo com a ordem de coleta, da primeira a quinta, sendo a primeira amostra aquela
correspondente ao dia do primeiro atendimento hospitalar e inicio da participagcdo do voluntario
no projeto, quando o mesmo assinou o termo de consentimento livre e esclarecido. Amostras de
sangue colhidas sem anticoagulante foram utilizadas para a obtencdo de soro, apds centrifugacgdo,
e armazenadasa  —70°C.

Para defini¢do laboratorial do diagndstico (sorotipo e tipo da infec¢do), as amostras de
soro foram analisadas pelos procedimentos: RT-PCR sorotipo especifica (LANCIOTTTI et al.,
1992); ELISA- IgM (kit ELISA- IgM, PanBio, Pty., Ltd., Brisbane, Austrdlia), IgG anti-dengue
(kit ELISA- IgG, PanBio, Pty., Ltd., Brisbane, Austrdlia), isolamento viral em cultura de células
de mosquito A. albopicus, C6/36 (IGARASHI, 1978) e identificacdo dos virus isolados através da
técnica de imunofluorescéncia indireta (HENCHAL et al., 1982).

Os soros identificados como positivos para o virus 3 da dengue (RT-PCR positivos) foram

utilizados para a quantificagdo da carga viral por PCR em tempo real. O tamanho da amostra (de
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conveniéncia) para o estudo de cinética de viremia foi de 85 pacientes, sendo utilizadas de trés a
cinco amostras de cada paciente, coletadas seqiiencialmente (com o limite maximo de 15 dias do
inicio de sintomas), totalizando 317 amostras. O pico de viremia foi definido como o nivel de
viremia mais alto durante a doenga, expresso em nimero de copias/ml.

A distribuicao das amostras utilizadas em relagdo ao tipo de infec¢do (priméria e secundaria)
e a forma clinica (dengue cléssica, dengue cldssica complicada, febre hemorragica da dengue e
dengue) encontra-se apresentada na Tabela 1. Os critérios utilizados para defini¢do do tipo de

infec¢do e da forma clinica encontram-se nos itens 6.3 e 6.9, respectivamente.

Tabela 1 - Distribuicao das amostras quanto ao tipo de infeccio e forma clinica da dengue

Tipo de Infec¢io
Forma Clinica Primaéria Secundaria Total
Dengue 10 03 13
Dengue Classica 06 13 19
Dengue Cléssica Complicada 17 21 38
Febre Hemorrdgica da Dengue 08 07 15
Total 41 44 85

Além das amostras seqiienciais utilizadas no estudo de cinética de viremia, foram testadas 51
amostras de pacientes com infeccdo pelo virus dengue sorotipo 3, coletadas na fase aguda da
doenca (periodo febril), com diagnéstico confirmado por RT-PCR (LANCIOTTI et al., 1992),
com ou sem isolamento viral positivo, para teste e validacdo dos kits DSSS-P26 e DSSS-P29.
Também foram incluidas 10 amostras de pacientes com RT-PCR e isolamento viral negativos,
mas com pesquisa de anticorpos IgM positiva. Como controles negativos, foram incluidas 10
amostras de individuos saudéveis, ou nao infectados pelo virus dengue. Apds sele¢do do kit a ser
utilizado no estudo de cinética de viremia, foi analisado um total de 209 amostras positivas para

infeccdo do virus dengue sorotipo 3, coletadas na fase aguda da doenca (periodo febril) .
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6.3 Diagnéstico Soroldgico

Para definicdo laboratorial do diagndstico quanto ao tipo de infec¢do (secunddria ou
primdria), foram testadas amostras seriadas para verificacdo da cinética de anticorpos IgM e IgG.
Também foi utilizada a técnica de Inibicdo da Hemaglutinacdo (HI) em placas de microtitulagio
(CLARKE e CASALS, 1958) para confirmar a classificacdo dos casos de febre hemorragica da
dengue, através da quantificacdo de anticorpos inibidores da hemaglutinacio (anticorpos totais).

Os anticorpos IgM foram detectados pela técnica imunoenzimdtica de captura de IgM,
utilizando-se o kit ELISA-IgM anti-dengue (PanBio, Pty., Ltd., Brisbane, Austrédlia). Para a
deteccdo dos anticorpos IgG foi empregado o kit ELISA IgG-dengue (PanBio, Pty., Ltd.,
Brisbane, Australia).

O critério utilizado para definicdo do tipo da infeccdo foi uma combinacdo baseada nos
resultados da RT-PCR, isolamento viral e cinética de anticorpos IgM e IgG realizada em
amostras seriadas. A RT-PCR e o isolamento viral sdo mais sensiveis nos primeiros cinco a seis
dias de infeccdo, enquanto os testes imunoldgicos (ELISA-IgM) sdao mais sensiveis apds esse
tempo de sintomas (POERSCH et al., 2005). Se anticorpos IgG estavam presentes ji na primeira
amostra, com auséncia ou presenca de anticorpos IgM e com resultados positivos de RT-PCR
e/ou isolamento viral, confirmando infec¢io aguda, a infec¢do foi caracterizada como secunddria.
Na auséncia de anticorpos IgG, com IgM e/ou RT-PCR e/ou isolamento viral positivo na primeira
amostra e observacdo de soroconversao, a infeccao foi caracterizada como priméria (CORDEIRO
et al., 2007a; 2004; SCHILLING, 2004).

Baseando-se no teste de inibicdo da hemaglutinacdo, a infeccdo foi caracterizada como
primdria na auséncia de anticorpos inibidores da hemaglutinacdo (<1:20) na amostra de soro de
fase aguda, coletada antes do quarto dia de doenga e presenca de anticorpos na amostra de soro
da fase de convalescenga com titulo < 1:1280; e foi considerada como secundaria quando houve
presenca de anticorpos inibidores da hemaglutinacdo (>1:20) na amostra de soro de fase aguda,
coletada antes do quarto dia de doenca e detec¢do de anticorpos com titulos >1:2560 na amostra
de soro da fase de convalescenca, com aumento de, no minimo, quatro vezes no titulo de

anticorpos inibidores da hemaglutinacio (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 1987).
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6.4 Purificacao de RNA

A purificagdo de RNA foi realizada através dos kits QIAamp Viral RNA Mini Kit/QIAmp
MiniElute Virus Spin (Qiagen, Valencia, CA), de acordo com instru¢cdes do fabricante.
Resumidamente, 140ul amostra € lisada sob condicdes de desnaturagc@o para inativar RNAses e
assegurar o isolamento de RNA viral intacto e em seguida carreada por uma coluna spin. O RNA
se liga a uma membrana de silica-gel, e os contaminantes sdo removidos através de duas lavagens
por dois tampdes de lavagem diferentes. O RNA ¢ eluido da coluna, com 60l de solu¢do aquosa

livre de RNAse, sendo armazenado a - 70°C até o momento do uso.

6.5 Transcricao Reversa

Para a transcricdo reversa foi seguido o protocolo estabelecido pelo fabricante dos reagentes
utilizados (Invitrogen). Brevemente, uma mistura composta por Spl do RNA purificado, 1ul de
iniciadores, 1l de dNTP e 6ul de dgua foi aquecida a 65°C por cinco minutos e incubada em
gelo por, pelo menos, um minuto. Em seguida, foram adicionados a essa mistura 4pl de tampdo
first-strand 5 vezes, 1ul de ditiotreitol (DTT), 1ul de inibidor de RNAse e 1ul da enzima
Superscript III. A reagdo foi incubada a 25°C por cinco minutos e, posteriormente, a 50°C por 45
minutos. Ao final, a reagdo foi aquecida a 70°C por 15 minutos. O DNA complementar gerado foi

armazenado a -20°C até o momento de sua utilizacdo na PCR em tempo real.

6.6 PCR em tempo real

A PCR em tempo real foi realizada utilizando-se kits de amplificacdo baseados em SYBR
Green com iniciadores sorotipo-especificos para dengue (DSSS-P26 e DSSS-P29). Esses Kkits

foram desenvolvidos pelo pesquisador Hen Phon-Too, no contexto do projeto financiado pelo
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National Institutes of Health intitulado ”Novel Assays for Dengue Differential Diagnosis”, que
resultou de um acordo de cooperacdo técnica entre The Johns Hopkins Singapore Biomedical
Centre, National University of Singapore e o Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes/Fiocruz.
Cada reacdo foi composta de 32 pl de mix do kit DSSS contendo iniciadores (0.2 uM final),
tampdo PCR Xtensa®, triton X-100, dNTPs e MgCl, (2.5 mM final), 0.5 pl Platinum polimerase
“hot- start” (5U/ul; Platinum Taq DNA Polymerase, Invitrogen, cédigo 10966-030), 2 ul da
mistura de transcricdo reversa e dgua para um volume final de 50 pl. As condicdes de
amplificagdo foram 40 ciclos de 95°C por 30 segundos e 60°C por 1 minuto, precedidos por 95°C
por 3 minutos.

Em cada corrida foram incluidos padrdes quantitativos (10" a 10" c6pias), uma amostra
negativa (ndo dengue), um controle positivo proveniente de um isolado local de DENV-3
propagado em células de mosquito Aedes albopictus C6/36, com 10° cépias de RNA do virus
dengue e controles negativos sem o cDNA alvo (NTC). Todas as amostras foram testadas em
duplicata.

Os iniciadores foram desenhados para amplificar fragmentos das regides NS1 (kit DSSS-P26)
e NS4A (kit DSSS-P29), suas caracteristicas se encontram resumidas na Tabela 2.

Os kits foram padronizados para os equipamentos ABI Prism 7000 e 7500 (Applied
Biosystems), instalados no Nucleo de Plataforma Tecnoldgica (NPT) do Centro de Pesquisas
Aggeu Magalhaes/Fiocruz. Os sistemas de detec¢do em tempo real foram validados em fase pré-
clinica (limite de deteccao e especificidade) pelo grupo do Dr. Phon-Too (National University of
Singapore). Para a realizac@o deste trabalho, os kits foram revalidados e otimizados. Apds andlise
dos resultados obtidos nos ensaios, um deles foi escolhido para a determinagdo da carga viral das
amostras selecionadas para o estudo.

A reacdo de PCR em tempo real foi realizada medindo-se a intensidade de fluorescéncia do
SYBR Green, utilizando-se o fluoré6foro ROX (6-carboxi-X-rodamina) como referéncia passiva.
Os dados de detec¢do e quantificacdo foram coletados e analisados pelo software ABI PRISM
(versao 1.4) da Applied Biosystems.

Os resultados foram analisados considerando-se a curva de dissociacdo (melting curve), curva
de amplificacdo e desvio-padrdo entre as duplicatas para quantificacdo. A eficiéncia de

amplificagdo foi calculada para cada placa usando-se o slope da curva-padrao.
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Tabela 2 — Caracteristicas dos iniciadores utilizados para deteccao do virus dengue sorotipo 3 nos
kits DSSS-P26 e DSSS-P29.

Iniciador Seqiiéncia Posicao de Tamanho do

Anelamento  Produto amplificado

DSSS-P26 -Direto 5’- CAGAAA (A/G) TGTGGACAAGAG-3*  3275-3296 104pb
DSSS-P26- Reverso 5’- TCGCA (G/A)GGG (A/G)GGAAGTG-3" 3363 - 3379
DSSS-P29-Direto 5’- GTCAGAA(C/G)ATGGCGGTAGG-3’ 6469 - 6487 142pb
DSSS-P29-Reverso 5’— CTTTCCAATCCCTTTACCTGATAT-3" 6587 - 6611

6.7 Isolamento viral

O isolamento do virus foi realizado através da inocula¢do da primeira amostra de soro do
paciente, coletada na fase aguda, em tubo de cultura contendo células C6/36 (IGARASHI, 1978)
e observado, diariamente, em microscépio invertido para visualizacio de efeito citopatico (ECP).
As células infectadas pelos virus foram fixadas em laminas de vidro para imunofluorescéncia. O
virus foi entdo detectado através de uma reacdo antigeno-anticorpo, utilizando-se anticorpos
monoclonais para DENV-1, 2, 3 e 4 (Bio-Manguinhos, Fiocruz) e uso de fluoresceina que
apresenta uma luz verde, no microscopio de imunofluorescéncia, quando a amostra € positiva

(HENCHAL et al., 1982).

6.8 Transcricao Reversa seguida da reacio em cadeia da polimerase (RT-PCR)

A deteccdo dos virus dengue baseia-se no protocolo descrito por Lanciotti (LANCIOTTT et
al., 1992), onde a transcric¢do reversa e subseqiiente produgdo de amplicons externos ocorrem na
presenca de iniciadores consenso externos, localizados nos genes C e prM, apds 35 ciclos de

PCR. Os amplicons desta reagao sao utilizados em uma segunda rodada de amplificagdao por PCR
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(Nested-PCR) com iniciadores internos sorotipo-especificos, gerando produtos com tamanhos
caracteristicos para cada sorotipo do virus dengue. Os produtos gerados foram visualizados
através de eletroforese em gel de agarose a 2%, demonstrados por coloracdo com brometo de

etidio em um transiluminador ultravioleta (UV), e digitalizado.

6.9 Analise da associacio entre o nivel de carga viral e a forma clinica da doenca

A carga viral e a cinética de viremia foram determinadas através de PCR em tempo real. Em
seguida, foram realizadas andlises estatisticas com o objetivo de verificar a associacdo dos
padrdes de viremia com as formas clinicas da doenca.

Os critérios utilizados para a definicdo da forma clinica foram essencialmente os definidos
pela Organizacdo Mundial da Saide (1999, 1987). Além dessa classificacdo, foi incluida a forma
clinica denominada neste estudo de Dengue Classica Complicada (DCC). Essa forma utilizada no
estudo de coorte do qual as amostras analisadas sdo provenientes, representa uma forma
intermedidria entre DC e FHD, e inclui os casos que apresentam plaquetopenia (maior que
50.000/mm’) ou hemorragia, mas que ndo preenchem os critérios da OMS para FHD. Também
foi incluida a forma clinica denominada apenas de Dengue (D), que se refere aos casos cuja
classificacdo ndo foi possivel por falta de exames laboratoriais complementares, porém

apresentando quadro clinico compativel com dengue cldssica.

6.10 Analise da associacao entre carga viral e contagem de plaquetas no sangue, percentual

de hemoconcentracio e niveis de transaminases

A contagem de plaquetas, percentual (%) de hemoconcentracio (medido através da
determinacdo do hematdcrito) e niveis de transaminases refletem a propensdo hemorrdgica, grau
de extravazamento plasmatico e acometimento hepdtico, respectivamente. Portanto, refletem a

gravidade da doenca. Esses parametros foram correlacionados com os padrdes de viremia
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encontrados. Para isso foram utilizados os resultados obtidos no estudo desenvolvido no LaViTE,
anteriormente mencionado (Pdgina 55). As determinacdes de plaquetas, hematdcrito e
transaminases foram realizadas nos laboratérios dos hospitais colaboradores (Esperanca, Santa
Joana e IMIP) utilizando métodos automatizados. Os valores referenciais e os métodos utilizados
em cada um dos laboratdrios para as determinacdes de transaminases encontram-se resumidas na

Tabela 3.

Tabela 3 - Valores referenciais de transaminases de acordo com o laboratdério onde a
determinacao foi realizada, o sexo do paciente e 0 método empregado.

TGO TGP
Laboratério Homens Mulheres Homens Mulheres Método
Hospital Santa Joana <43 <40 <43 <40 Cinético UV
Hospital Esperanca 17-59 14 -36 21-72 9-52 Quimica Seca
IMIP <37 <42 <31 <32 Cinético UV

Nota: TGO= Transaminase glutdmico oxalacética; TGP= Transaminase glutdmico pirdvico. Valores expressos
em U/L.

6.11 Analise Estatistica

A andlise estatistica consistiu em uma descri¢cdo das caracteristicas biolégicas e clinicas dos
pacientes em estudo. Para a andlise de sobrevida, utilizada para estimar o tempo de indetec¢ao da
carga viral, foi aplicado o modelo de Kaplan-Meier, utilizando o teste estatistico de log-rank
quando inserido um fator de comparacdo das sobrevidas. Para estudo da cinética de viremia
foram utilizados os modelos gerais linearizados para medidas repetidas. Na busca de associagdes
entre os niveis de viremia e os testes laboratoriais (transaminases, plaquetas e hematdcrito),
foram calculados os coeficientes de correlagdo de Pearson com seus respectivos testes de
significancia. Quando analisados os testes laboratoriais, estratificados em normais e alterados, e
avaliados seus comportamentos no decorrer do estudo, segundo o dia de inicio de sintomas, foi

feito o teste de significancia do Qui-quadrado de Pearson para tendéncia e calculado a odds ratio
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(OR). O erro maximo adotado para os testes estatisticos foi de o = 5% (p<0,05). Foram utilizados

os programas estatisticos EPI-INFO, versdao 2000, o SPSS-PC, versdo 8.0 e o Prism, versado 4.0a.

6.12 Consideracoes éticas

Este estudo utilizou amostras de soro provenientes de um banco de amostras de um
projeto mais amplo, intitulado “Vacina de dengue baseada em epitopos, tetravalente e
direcionada ao compartimento MHCII”, registrado no Comité de Etica em Pesquisa do Centro de
Pesquisas Aggeu Magalhdes com o nimero 68/02 e aprovado pelo Comité Nacional de Etica em
Pesquisa (CONEP) com o nimero 4909. As metodologias aqui descritas ja fazem parte desse
projeto maior, ao qual estd vinculado. O presente estudo teve a aprovagdo do Comité de Etica em
Pesquisa do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhaes/FIOCRUZ, em 26/11/2007, Registro
056/2007, CAAE 0074.0.095.000-07, de acordo com a Resolu¢cdo CNS 196/96 (Anexo A).
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7 RESULTADOS

7.1 Validacao dos kits de amplificacao baseados em SYBR Green com iniciadores sorotipo-

especificos para dengue

Dois kits de amplificacio, baseados em SYBR Green para detec¢io e determinagdo da carga
viral do virus dengue sorotipo 3, foram otimizados quanto a eficiéncia, especificidade e limite de
deteccdo. Estes kits denominados DSSS-P26 (Dengue Serotype-Specific SYBR Green- P26) e
DSSS-P29 (Dengue Serotype-Specific SYBR Green- P29) foram desenvolvidos por Dr. Hen
Phon-Too (National University of Singapore).

Para a validacdo dos kits foram utilizadas 51 amostras de pacientes com infec¢do pelo virus
dengue sorotipo 3, com diagnéstico confirmado por RT-PCR (LANCIOTTI et al, 1992), com ou
sem isolamento viral positivo. Também foram incluidas 10 amostras de pacientes com RT-PCR e
isolamento viral negativos, mas com pesquisa de anticorpos IgM positiva. Como controles
negativos, foram incluidas 10 amostras de individuos sauddveis, ou nao infectados pelo virus

dengue.

7.1.2 Determinacgao da especificidade, eficiéncia e limite de detecg@o dos kits DSSS-P26 e DSSS-
P29

Foi verificado, através da utilizacdo de padrdes quantitativos de DENV-1, DENV-2, DENV-3
e DENV-4, que os kits eram mais especificos para amplificacdo do virus DENV-3 do que para os

outros sorotipos (Tabela 4). Para calculo da especificidade (o) foi utilizada a equacdo descrita por

Too et al (2003):

ACt 0 1/slope

o = (1+e "), onde (1+¢€) representa 1 ,e € éigual a eficiéncia.
Quanto maior o valor de ¢, mais especifico € o ensaio no sentido de discriminar o alvo

definido frente aos alvos testes.
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A eficiéncia calculada a partir da curva padrdo foi de 100% para o kit DSSS-P26 e de 94%
para o kit DSSS-P29 (Tabela 4). A curva padrio foi construida com a utilizagao de plasmideos de
DENV-3 com 107 a 10" cépias (Figuras 11 e 12). Os kits foram capazes de detectar até 10 cGpias

quando estes padrdes foram usados (Figuras 13 e 14).

Tabela 4 — Especificidade e eficiéncia dos kits DSSS-P26 e P29.

KIT Especificidade (1+ Eficiéncia)*Ct1-Ct2 Eficiéncia Slope
DSSS 10~ (-1/slope)-1
P26 32.768 vezes mais especifico para DENV3 do que para DENV1 100% -3.21

262.144 vezes mais especifico para DENV3 do que para DENV2
524.288 vezes especifico para DENV3 do que para DENV4
P29 40.255 vezes mais especifico para DENV3 do que para DENV1 94% -3.45
570.209 vezes mais especifico para DENV3 do que para DENV2
40.255 vezes mais especifico para DENV3 do que para DENV4
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Figura 12 — Curva padrao - kit DSSS-P29
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7.1.3. Determinagdo da especificidade e sensibilidade clinicas

Para determinar a sensibilidade dos kits, os resultados obtidos com os mesmos foram
comparados com os resultados da RT-PCR e isolamento viral (Tabela 5). O isolamento viral foi
positivo em 25, das 51 amostras (49%), apresentando 100% de positividade apenas nas amostras
coletadas com um dia de inicio dos sintomas, quando comparado com os resultados dos métodos
moleculares. Nas amostras estudadas, o tempo limite de detec¢do através do isolamento viral foi
de sete dias de inicio dos sintomas, com uma amostra positiva dentre as quatro analisadas (25%).
A pesquisa de anticorpos IgM foi positiva em 16, das 51 amostras (31%), comecando a
apresentar resultados positivos a partir do quarto dia de sintomas. Nestas amostras IgM positivas,

o isolamento viral foi negativo.

Tabela 5 - Amostras positivas para infeccio pelo virus dengue de acordo com o teste diagnéstico e
sua correlacio com o niimero de dias de inicio de sintomas — Kits DSSS-P26 e DSSS-P29

Dias de inicio Numerode IgM RT-PCR DSSS-P26  DSSS-P29  Isolamento
dos sintomas amostras Positivo Lanciotti (%) (%) (%) (%)
1 02 02 (100) 02 (100) 02 (100) 02 (100)
2 07 07 (100) 07 (100) 07 (100) 06 (86)
3 08 08 (100) 08 (100) 08 (100) 04 (50)
4 13 03(23) 13 (100) 13 (100) 13 (100) 06 (46)
5 11 05(45) 11 (100) 11 (100) 11 (100) 04 (36)
6 03 02(67) 03 (100) 03 (100) 03 (100) 02 (67)
7 04 03(75) 04 (100) 04 (100) 04 (100) 01(25)
8 03 03(100) 03 (100) 03 (100) 03 (100)

Total 51 16 (31) 51 (100) 51 (100) 51 (100) 25 (49)
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Os dois kits apresentaram 100% de concordancia com os resultados obtidos com a RT-PCR.
A sensibilidade e a especificidade encontram-se resumidas na Tabela 6. A andlise das curvas de
dissociacdo obtidas com os kits mostrou que os alvos amplificados tinham uma temperatura de
dissociagcdo variando entre 83.6 a 85.6°C para DSSS-P26 e entre 82.7 a 84°C para DSSS-P29
(Figuras 15 e 16). Ambos os kits foram capazes de quantificar com precisd@o o controle positivo

de 10° copias.

Tabela 6 — Calculo da sensibilidade e especificidade clinicas para os kits DSSS-P26 ¢ DSSS-P29

RT-PCR DSSS - P26 DSSS - P29
Positivo Negativo Positivo Negativo
Teste Positivo 51 0 51 0
Teste Negativo 0 20 0 20
Total 51 20 51 20
Sensibilidade (%) 100 100
Especificidade (%) 100 100
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Figura 15 — Curva de dissociacao — kit DSSS-P26.
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Figura 16 — Curva de dissocia¢iao — kit DSSS-P29

7.1.4. Escolha do kit para o estudo da cinética de viremia

05

Apesar dos resultados serem semelhantes em amostras negativas, com ambos os Kkits, as

quantificagdes com o kit DSSS-P26 s6 foram possiveis com amostras contendo mais de 107

copias. Ainda em relacdo ao kit DSSS-P26, foi verificado que, enquanto o kit DSSS-P29

apresentou uma curva de dissociacdo de facil anélise dos resultados das amostras, o kit DSSS-

P26 apresentou amplificagdo no NTC e amostras negativas, porém sem possibilidade de

quantificacdo, com picos de amplificacdo pouco definidos, dificultando a andlise (Figuras 17 e

18). O desvio-padrio entre as amostras também foi maior quando utilizado o kit DSSS-P26.

Mesmo com o kit DSSS-P29, ndo foi possivel quantificar com exatiddo amostras com menos

de 10 cdpias, sendo considerado este valor (10 copias) como o limite de detecgdo.
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Com base nesses resultados, o kit escolhido para determinacdo da cinética de viremia foi o

DSSS-P29.
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Figura 17 - Curva de dissociacdo do kit DSSS-P26 mostrando amplificacao de amostra negativa.
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Figura 18 - Curva de dissociacao do kit DSSS-P29 mostrando auséncia de amplificacdo na
amostra negativa.
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7.2 Determinacao de carga viral com o uso do kit DSSS-P29

Uma vez escolhido o kit para a determinacdo de cinética de viremia, foi realizada a
quantificacdo de todas as amostras que fazem parte do estudo realizado no LaViTE e que
apresentaram RT-PCR positiva. Foi testado um total de 209 amostras. A sensibilidade e
especificidade do kit foram de 100%. A tabela 7 abaixo mostra a comparacdo entre os resultados
obtidos por esse kit e os resultados de RT-PCR, isolamento viral e pesquisa de anticorpos IgM. O
percentual médio de positividade do isolamento viral foi de 36%, com percentual méximo de

67% em amostras coletadas com um dia de inicio dos sintomas.

Tabela 7 - Amostras positivas para infecciao pelo virus Dengue de acordo com o teste diagnostico e
sua correlacio com o niimero de dias de inicio dos sintomas — kit DSSS-P29

Dias de inicio Numerode IgM RT-PCR DSSS-P29  Isolamento
dos sintomas amostras Positivo Lanciotti (%) (%) (%)

1 06 06 (100) 06 (100) 04 (67)
2 20 20 (100) 20 (100) 11 (55)
3 41 02(05) 41 (100) 41 (100) 19 (46)
4 58 13(22) 58 (100) 58 (100) 18 (31)
5 44 18(41) 44 (100) 44 (100) 17 (39)
6 13 08(61) 13 (100) 13 (100) 04 (31)
7 12 08(67) 12 (100) 12 (100) 02(17)
8 12 11(92) 12 (100) 02 (100) 01(08)
9 02 01(50) 02 (100) 02 (100)

10 01 01(100) 01(100) 01(100)

Total 209 62(30) 209 (100) 209 (100) 76 (36)
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7.3 Analise descritiva do estudo da cinética de viremia

Foram avaliados 85 pacientes submetidos a quatro coletas (a quinta foi retirada da andlise,
pois sO foi possivel determinar a carga viral nesta amostra em trés pacientes), em um total de 314
amostras. Foram analisados os niveis de carga viral, plaquetas, hematdcrito, transaminase
glutdmico oxalacética (TGO) e transaminase glutamico pirdvica (TGP). De acordo com a Tabela
8, 50,6% dos pacientes eram do sexo masculino. Em relagdo ao diagnéstico, 45,8% dos pacientes
tiveram dengue cldssica complicada, 22,4% dengue classica, enquanto que 16,5% foram
diagnosticados com febre hemorragica da dengue e 15,3% com dengue. Em 48,2% dos pacientes,

o tipo de infec¢do foi primdria e em 51,8% dos casos, secunddria.

Tabela 8 - Distribuicio dos individuos estudados segundo sexo, diagnéstico e tipo de infeccao

Variaveis n %
Sexo

Masculino 43 50,6

Feminino 42 49,4
Diagnéstico

Dengue 13 15,3

DC 19 22,4

DCC 39 45,8

FHD 14 16,5

Tipo de infeccao

Primaria 41 48,2
Secundaria 44 51,8
Total 85 100,0

Nota : DC (dengue classica), DCC (dengue cldssica complicada),
FHD (febre hemorragica da dengue).
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A média de idade dos pacientes foi de 39,3 anos, com minimo de 15 e mdximo de 84 anos.
Em relagdo ao tempo de inicio dos sintomas no momento da coleta das amostras, a média foi de

3,9 dias, com um minimo de um e maximo de oito dias (Tabela 9).

Tabela 9 — Caracteristicas dos pacientes no estudo (idade e tempo de inicio dos sintomas)

Variaveis Média=DP Min-Max 1IC (95%)
Idade (em anos) 39,3 +15,8 15 -84 35,9-42,7

Tempo de inicio dos

sintomas (em dias) 39+1,6 1-8 3,6-4,3

Nota: DP = desvio-padrdao; Min = minima; Max = maxima; IC — intervalo de confiancga

7.4 Determinacao da cinética de viremia

O tempo mediano de durag@o da viremia foi determinado através da andlise de sobrevida. A
mediana do tempo de duracdo foi de 10 dias. Nao foi verificada diferenca estatisticamente
significativa quando os tempos de duracdo da viremia foram estratificados pelo tipo de infecgdo
(p=0,4) e formas clinicas (p=0,91) (Figuras 19 e 20).

A carga viral maxima foi detectada entre o primeiro e terceiro dias de inicio dos sintomas

(Figura 21).
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Figura 19 - Probabilidade acumulada do tempo de duracio da viremia estratificado por tipo de

infeccao.

1,0

Probabilidade
w

_ Dengue
— — —  Dengue Classica
————— DCC

4 6 8 10

Tempo de duragdo da viremia (em dias)

22

Figura 20 - Probabilidade acumulada do tempo de duracio da viremia estratificado pelas formas

clinicas da dengue.
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Figura 21 - Média do logaritmo da carga viral (cépias/ml) segundo os dias de inicio dos sintomas.

7.5 Associacao entre carga viral e tipo de infeccio

O tipo de infec¢do ndo interferiu no comportamento da carga viral (p=0,325) (Figura 22).
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Figura 22 — Curva de cinética de viremia segundo o tipo de infeccao.
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7.6 Associacao entre carga viral e formas clinicas

Nao houve correlacdo entre os niveis de carga viral e as formas clinicas da dengue (p=0,421),
nem entre a duragdo da viremia e as formas mais graves (Figura 23). Foi detectada viremia ap6s o
desaparecimento da febre (defervescéncia, definida como queda e permanéncia da temperatura
para valores menores que 38°C) em todas as formas clinicas, porém em niveis mais baixos do

que durante o periodo febril.
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Figura 23 - Curva de cinética de viremia segundo as formas clinicas da dengue. Carga viral
expressa em logaritmo neperiano do nimero de copias/ml.
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7.7Associacao entre carga viral e os niveis de plaquetas

Em relacio a contagem de plaquetas, os menores valores foram observados entre o quinto € o
sétimo dias de inicio dos sintomas (Figura 24). Nao houve correlacdo entre a carga viral e os
niveis de plaquetas (p=0,53) (Figura 25). Correlacionando por tipo de infec¢do, observou-se
maior redu¢do das plaquetas quando a infeccio foi considerada primdria (Figuras 26 e 27). De
acordo com as formas clinicas, menores niveis foram observados em DCC e FHD, como era
esperado, uma vez que a definicdo dos casos de DCC e FHD envolve pacientes com
plaquetopenias inferiores a 100.000/mm’ para FHD e de qualquer nivel para DCC (Figuras 28 e
29).
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Figura 24 - Acompanhamento do nivel de plaquetas médio ao longo dos 15 dias de inicio dos
sintomas. Niimero de plaquetas expresso em mm’
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Figura 26 - Acompanhamento dos niveis médios de plaquetas ao longo dos 15 dias de inicio dos
sintomas, segundo tipo de infecciio. Niimero de plaquetas expresso em mm’.
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Figura 27 — Niveis de plaquetas iniciais segundo o tipo de infec¢io.
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Figura 28 - Acompanhamento dos niveis médios de plaquetas ao longo dos 15 dias de inicio dos
sintomas, segundo as formas clinicas da dengue. Ntimero de plaquetas expresso em mm’.
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Figura 29 — Niveis médios de plaquetas segundo as formas clinicas

7.8 Associacao entre carga viral e os niveis de hematocrito (% de hemoconcentracio)

O nivel de hematdcrito teve pouca variagdo (entre 39 e 45%) ao longo do periodo, a partir do
inicio dos sintomas, com um aumento médio de 3% quando comparada a determinag¢do na
primeira coleta com a ultima coleta dos pacientes (Figura 30).

Nao houve correlagdo estatistica significativa entre os niveis de hematdcrito e a carga viral

(p=0,769) (Figura 31).



Silva, Ana Maria da Resultados 84

50 -
48 -
46 -
44 -
42 -
40 -
38 -
36 -

Nivel de hematdécrito médio

34 -
32

30 T T T T T T 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Numero de dias de inicio de sintomas

Figura 30 - Acompanhamento do nivel de hematécrito médio ao longo dos 15 dias de inicio
dos sintomas. Hematécrito expresso em %.
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Figura 31 - Correlacao da carga viral e niveis de hematdcrito nas amostras coletadas na fase aguda
da doenca.
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7.9 Associacao entre carga viral e os niveis de transaminases

Considerando todas as determinacdes de transaminases realizadas no estudo,
independentemente do tipo de infeccdo e forma clinica, foram encontrados valores de
transaminase glutdmico oxalacética (TGO) mais elevados que transaminase glutamico pirdvica
(TGP) em amostras coletadas até oito dias de inicio dos sintomas. A partir desse periodo, foram
observados maiores niveis de TGP em relagdo a TGO (OR=6,05, p<0,001) (Figuras 32 e 33).

Nao houve correlacido estatistica significativa entre os niveis de TGO (p= 0,483) e TGP

(p=0,923) e a carga viral (Figuras 34 e 35).
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Figura 32 - Acompanhamento do nivel médio de TGO (transaminase glutamico oxalacética) ao
longo dos 15 dias de inicio dos sintomas.
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Figura 33 - Acompanhamento do nivel médio de TGP (transaminase glutimico pirdvica) ao longo
dos 15 dias de inicio dos sintomas.
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Figura 34 - Correlacao da carga viral e niveis de transaminase glutimico oxalacética (TGO) nas
amostras coletadas na fase aguda.
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Figura 35 - Correlacdo da carga viral e niveis de transaminase glutamico pirdvica (TGP) nas
amostras coletadas na fase aguda.

Correlacionando-se os niveis de transaminases com o tipo de infeccdo, foram observados
maiores niveis de TGO na infec¢do secundéria do que na primdria até o décimo dia de inicio dos
sintomas, quando esses niveis comecam a baixar e se equivalem em ambos tipos de infec¢do
(Figura 36). Em relacdo a TGP, maiores niveis foram observados nos primeiros dias de sintomas
na infec¢do secunddria, elevando-se semelhantemente na forma primdria a partir do sexto dia de
inicio dos sintomas. Neste periodo, os valores de TGP sdao mais elevados do que os de TGO
(Figura 37).

De acordo com a forma clinica, foram analisadas apenas as formas classificadas como DC e
DCC, pelo fato de se ter nas outras formas um nimero pequeno de pacientes. A DCC apresentou
niveis de TGO mais elevados, principalmente nos primeiros seis dias de inicio dos sintomas. Os
niveis de TGP se elevaram em todo o periodo do estudo, mas com niveis mais baixos do que

TGO nos seis primeiros dias de inicio dos sintomas (Figuras 38 e 39).
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Figura 36 - Acompanhamento do nivel médio de TGO ao longo dos 15 dias de inicio dos sintomas,
segundo o tipo de infeccao.
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Figura 37 - Acompanhamento do nivel médio de TGP ao longo dos 15 dias de inicio dos sintomas,
segundo o tipo de infeccao.
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Figura 38 - Acompanhamento do nivel médio de TGO ao longo dos 15 dias de inicio dos sintomas,
segundo a forma clinica da doenca.
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Figura 39 - Acompanhamento do nivel médio de TGP ao longo dos 15 dias de inicio dos sintomas,
segundo a forma clinica da doenca.
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7.10 Analise de correlaciao da carga viral das amostras utilizadas na validacao do kit DSSS-

P29 com o tipo de infeccio e as formas clinicas

Além da andlise de correlagdo com as amostras dos pacientes do estudo de cinética de
viremia, também foi realizada a andlise de correlacdo com as 209 amostras utilizadas para a
validacdo do kit DSSS-P29, quanto a associa¢do com o tipo de infec¢do e com as formas clinicas
da dengue. Nesta andlise, estdo incluidas as primeiras amostras dos pacientes do estudo de
cinética de viremia. Estas amostras correspondem ao periodo febril e foram coletadas entre o

primeiro e o décimo dia de inicio dos sintomas.

7.10.1 Andlise de correlacdo da carga viral com o tipo de infec¢do

A andlise de correlagdo da carga viral com o tipo de infecc@o, semelhantemente ao estudo de
cinética de viremia, ndo apresentou diferenca estatisticamente significante. Ou seja, os niveis de

carga viral foram semelhantes entre as infeccdes primadria e secundéria (p = 0,69) (Figura 40).
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Figura 40 - Correlacao da carga viral com o tipo de infec¢ao.
Nota: Linha tracejada indica limite inferior de detecgdo do teste (10 cOpias), expresso em In.

7.10.2 Correlagdo da carga viral com as formas clinicas da doenga

As medianas da carga viral se mostraram maiores nas formas mais graves da doencga
(DCC=6,9 e FHD=6,9) que em D (5,6) e DC (6,2). Os niveis de carga viral foram maiores nas
formas mais graves da doenga (DCC e FHD) que em D e DC (p<0,0001) (figuras 41 e 42).
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Figura 41 - Correlacao da carga viral com as formas clinicas da doenca (p<0,0001).
Nota: linha tracejada indica limite inferior de deteccdo do teste (10 cépias), expresso em In. D=dengue;
DC=dengue cléssica; DCC= dengue cldssica complicada; FHD= febre hemorrdgica da dengue.
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Figura 42. Correlacio da carga viral com as formas clinicas da doenca, agrupando as formas mais

graves (p<0,0001).

Nota: linha tracejada indica limite inferior de deteccdo do teste (10 cépias), expresso em In. D=dengue;
DC=dengue cléssica; DCC= dengue cldssica complicada; FHD= febre hemorrdgica da dengue.
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8 DISCUSSAO

A febre hemorrigica e a sindrome de choque da dengue apresentam manifestacdes clinicas
que se alteram rapidamente. O estudo da historia natural da doenca e da fisiologia da infeccao sdo
de grande importancia para a compreensdo dos mecanismos imunopatogénicos, assim como para
defini¢do das condutas clinicas mais apropriadas para cada caso. Dados laboratoriais variam
dependendo do momento da coleta da amostra e durante o curso da doenga. Por isso € importante
analisar uma série de amostras, coletadas em diferentes momentos, quando se pretende estudar a
cinética de viremia e identificar marcadores preditivos do desenvolvimento das formas mais
graves.

Neste estudo foram utilizadas amostras seqiienciais de pacientes adultos, provenientes de uma
coorte bem caracterizada, com infec¢des primdria e secunddria pelo virus dengue sorotipo 3, ndo
contendo amostras com outros sorotipos. Além dessas amostras seqiienciais, foram analisadas as
primeiras amostras de 209 pacientes, também com infeccdo pelo virus dengue sorotipo 3. As
determinacdes de viremia foram realizadas através da utilizacdo da técnica de PCR em tempo
real, o que garante maiores sensibilidade e precis@o nos resultados. Estudos combinando estas
caracteristicas sao pouco citados.

Dois kits (DSSS-P26 e DSSS-P29), especificos para deteccdo e determinacao de carga viral
do virus dengue sorotipo 3, foram testados e validados. Apesar dos dois kits apresentarem
especificidades semelhantes, o kit DSSS-P29 foi escolhido e empregado no estudo de cinética de
viremia. Os critérios utilizados para a escolha deste kit foram: menores coeficientes de variacdo
entre as amostras, facilidade de andlise de curva de dissociagdo, sobretudo em amostras com
pequeno nimero de cépias, com pico de amplificagdo bem definidos. Com um limite de detec¢ao
de 10 cépias de RNA, o kit DSSS-P29 possibilitou a realiza¢do deste estudo.

Duas teorias tentam explicar a ocorréncia da febre hemorrdgica da dengue: a teoria da
modificacdo de viruléncia (ROSEN, 1977) e a teoria das infec¢des seqiienciais heterotipicas
(HALSTEAD, 1970). Ambas teorias predizem maior magnitude de replicacdo viral em pacientes
com a forma mais grave da doenca e justificam a ocorréncia de elevados niveis de viremia, por
caracteristicas virais ou do hospedeiro, respectivamente. Diversos estudos tém buscado

identificar padrdes clinico-epidemioldgicos e laboratoriais preditivos de gravidade da dengue,
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correlacionando-os com niveis de viremia (ENDY et al., 2004; GUBLER et al.,, 1981;
GUILLARDE et al., 2008; LAOPRASOPWATTANA et al., 2005; LIBRATY et al., 2002;
MURGUE et al., 2000; WANG et al., 2006). No entanto, os estudos sobre a cinética de viremia
em pacientes com diferentes formas clinicas de dengue sdo relativamente escassos,
particularmente utilizando métodos precisos de quantificagdo viral.

A maioria desses estudos que busca correlacionar carga viral com a forma mais grave da
doenca foi realizada utilizando amostras coletadas de criangas com infec¢des secundarias (ENDY
et al., 2004; LIBRATY et al., 2002; SUDIRO et al., 2001) e s@o a base do conhecimento que se
tem, atualmente, sobre a patogé€nese da dengue, apresentando, contudo, os mais diferentes
resultados. Estas diferencas demonstram a complexidade em associar niveis de circulacdo de
virus com o desenvolvimento de gravidade da doenca.

Este estudo apresenta algumas caracteristicas que favorecem uma andlise mais clara, uma vez
que foi realizado em uma coorte bastante homogénea, cujas amostras foram coletadas em um
periodo em que apenas o virus dengue sorotipo 3 estava circulando de forma endémica, e com
mais de cinco anos apods ter ocorrido as epidemias pelo DENV-1 e DENV-2. Esta condi¢do leva a
reducdo de alguns fatores complicadores e permite estudar o comportamento de infecgdes
causadas pelo DENV-3 e um s6 genétipo (genétipo India Subcontinental) (CORDEIRO, 2008).

Neste estudo foi demonstrado que os niveis de viremia das infec¢des primdrias e secunddrias
de dengue 3 sdo basicamente os mesmos, sugerindo que nesta coorte, a presenca de anticorpos
contra dengue 1 ou 2 ndo induziram necessariamente um maior nivel de viremia ou alteragdes
significantes na cinética da viremia (Figura 22). Isto sugere que a presen¢a de anticorpos ndo
neutralizantes nio interfere indiscriminadamente nos niveis de viremia. Quando analisadas as
cinéticas das viremias e as formas clinicas da doenga, também ndo foi detectada uma diferenca
significativa (Figura 23). O tempo mediano de duracdo da viremia foi de 10 dias e também néo
apresentou correlagdo com a gravidade da doenga ou estado de imunidade do paciente. A carga
viral maxima foi observada no inicio da fase aguda da doenga, entre o primeiro e terceiro dia de
inicio dos sintomas. Foi detectada viremia ap6s o desaparecimento da febre (defervescéncia,
definida como queda e permanéncia da temperatura para valores menores que 38 °C) em todas as
formas clinicas, porém em niveis mais baixos do que durante o periodo febril.

Quando realizada andlise de correlagdo apenas com a primeira amostra de cada paciente,

coletada na fase febril, ndo houve associacdo entre o nivel de carga viral e o tipo de infecc¢io
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(primdria ou secunddria) (Figura 40), reforcando que a presenca de anticorpos contra infec¢ao
prévia por dengue 1 e 2, ndo aumentaram significativamente a taxa de replicacdo viral do DENV-
3. Porém, os niveis de viremia foram maiores nas formas mais graves de dengue (FHD e DCC),
em presenca de plaquetopenia, que em D e DC (Figuras 41le 42), indicando que o nivel de
viremia estd associado com a sintomatologia e a presenca de plaquetopenia.

Os resultados obtidos neste estudo corroboram achados de alguns autores (HARRIS et al.,
2000; VAUGHN et al., 1997; 2000) e a0 mesmo tempo sugerem um comportamento diferente
nas infeccdes entre populagdes das Américas e Asia. Com relagio aos estudos que tentam
demonstrar correlagdes entre a carga viral e as formas mais graves da doenca, a maioria deles foi
realizada em criancas, incluindo mais de um sorotipo do virus dengue, e os mais diversos
resultados tém sido obtidos.

Diferentemente do presente estudo, Harris et al. (2000) estudaram o comportamento das
infec¢des por dengue em criangas € em mais de um sorotipo, encontrando, no entanto, resultados
semelhantes. Eles ndo observaram correlacio entre infec¢cdes secunddrias e a gravidade da doenca
em 614 casos confirmados de dengue na Nicardgua. Nesse mesmo estudo foi observado maior
nimero de casos de FHD em infec¢des pelo DENV-3 do que pelos sorotipos DENV-2 ou DENV-
4.

Ainda estudando criangas com infec¢des pelos sorotipos 1 e 2, em dois hospitais da
Tailandia, Vaughn et al. (2000) relataram o achado de picos de titulos 100 a 1000 vezes maiores
na SCD do que na DC. Esses autores ndo encontraram relagdo entre a duracdo da viremia e a
gravidade da doenca, mas observaram que a viremia era mais prolongada nas infec¢des primérias
do que nas secunddrias (principalmente com o sorotipo 2). Esta diferenca ndo foi observada em
relacio ao DENV-3. Em um estudo prévio realizado por Vaughn et al. (1997), incluindo
infec¢des pelos quatro sorotipos, esses autores ndo encontraram correlacdo entre gravidade da
doenca e sorotipo do virus infectante. Nesses estudos, foi utilizada a técnica de inoculagdo de
mosquitos Toxorhynchites splendens para determinacdo da cinética e duracdo da viremia,
assumindo que a viremia permanecia do dia do inicio dos sintomas até o ultimo dia em que o
isolamento viral resultou negativo. A presenga de anticorpos pode interferir com o sucesso do
isolamento viral (GUBLER, 1998; VORNDAM; KUNO, 1997), mas ndo com os métodos
moleculares de detec¢do do virus, o que poderia explicar a menor detec¢do de virus, e, portanto, o

periodo mais curto de viremia em infec¢des secundarias.
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Sudiro et al. (2001), através da determinac¢do da carga viral por uma RT-PCR competitiva,
analisaram amostras de 31 criangas com infec¢des secundarias pelos virus dengue sorotipos 1 e 2,
e ndo verificaram diferenca significativa entre a viremia em criancas com DC ou com FHD.
Murgue et al. (2000) realizaram um estudo prospectivo com criangas da Polinésia Francesa
infectadas com DENV-1 e DENV-2, encontrando forte associag@o entre carga viral, forma clinica
e duracdo da viremia em individuos infectados com DENV-2 e fraca associacdo em individuos
infectados com DENV-1. Estes estudos tém a desvantagem de terem sido realizados com
infec¢des por mais de um sorotipo, em criangas apenas com infec¢des secunddrias.

Endy et al. (2004) ndo encontraram diferenga entre os niveis de carga viral e a forma clinica
da doenga. Nesse mesmo estudo, foi avaliado o papel dos niveis de anticorpos neutralizantes
preexistentes, reativos para o sorotipo do virus dengue infectante, capazes de modificar as
infec¢des secunddrias, que variam dependendo da seqiiéncia da infec¢do. O estudo foi realizado
também em criancas com infec¢ao secundéria por DENV-1, DENV-2 ou DENV-3.

Hammond et al. (2005), estudando uma populagdo de 3.173 casos suspeitos de dengue,
composta de criancas e adultos, identificaram infec¢des secunddrias como fator de risco de FHD
em criangas, mas ndo em adultos, sugerindo um padrdao de doenca com cardter diferente entre
adultos e criancgas.

Alguns estudos tém relatado viremia mais prolongada na FHD do que na DC. Wang et al.
(2003) realizaram um estudo com 20 adultos (23 a 70 anos) de Taiwan infectados por DENV-3,
encontrando niveis de viremia maiores que 10 cépias/ml de plasma durante a fase de
defervescéncia em pacientes com FHD, enquanto pacientes com DC apresentavam niveis
indetectaveis. Eles sugerem que os virus encontrados em pacientes com FHD sejam virus
defectivos, contendo grandes delecdes gendmicas, como uma tentativa de explicar a auséncia de
correlacdo encontrada por Gubler et al. (1981), que utilizou isolamento viral como técnica para
determinacdo da carga viral. No entanto, eles salientam a necessidade de estudos com nidmero
maior de casos e coleta entre a fase aguda e de convalescenga da doenca para definicdo de um
marcador ou valor preditivo fidedigno para FHD. Wang et al. (2006), estudando adultos
infectados com DENV-2, sugeriram que a detec¢do de carga viral, apos o desaparecimento da
febre, pode ser utilizada como fator preditivo de FHD.

Um dos estudos mais citados sobre viremia (LIBRATY et al., 2002), analisou amostras de

criangas da Tailandia com infec¢@o secundaria por DENV-3, observando maiores niveis de carga
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viral em pacientes apresentando FHD e forma intermedidria de DC/FHD. Apesar de ter
trabalhado com amostras seqiienciais, Libraty et al. (2002) utilizaram apenas os valores maximos
das varidveis para estabelecimento da correlacao.

Mais recentemente, Guillarde et al. (2008), estudando uma coorte, também de adultos como a
do presente trabalho, porém com DENV-1, DENV-2 e DENV-3 em Goids, Brasil, relataram ndo
ter encontrado correlacdo entre carga viral e tipo de infeccdo, mas encontraram viremia
detectavel apds defervescéncia, apenas em pacientes com FHD ou forma intermedidria de
DC/FHD.

Na coorte da qual os pacientes aqui estudados fazem parte, ndo foi observada diferenca entre
a freqiiéncia de infecc@o primdria e secunddria, tanto para os casos de FHD, como para os de
DCC (CORDEIRO et al., 2007a). Em um estudo incluindo os padrdes clinicos dessa mesma
coorte (BRITO, 2007), foi obsevado que a FHD foi mais prevalente entre adultos do que em
criangcas. O padrao de manisfestacoes clinicas foi semelhante entre as diferentes faixas etdrias
com dengue cldssica, mas com baixa prevaléncia de casos de FHD entre a faixa pediétrica
quando comparada com adultos, o que indica um padrdo de doenca com cariter mais benigno
entre as criancas infectadas pelo virus dengue sorotipo 3 em nossa regiao.

Esses dados diferem do padrio epidemiolégico observado na Asia, onde circulam os
quatro sorotipos, e as formas mais graves da doenca tém sido observadas em criancas (ENDY et
al., 2002). De acordo com um estudo realizado em Cuba (GUZMAN et al., 2002), o risco de uma
crianga morrer durante uma infec¢do secunddria pelo virus dengue sorotipo 2 € aproximadamente
15 vezes maior que o risco em adultos. Esses resultados demonstram que a idade € uma
importante varidvel nas infeccoes secunddrias, mas que outros fatores devem estar envolvidos na
patogénese da FHD. E possivel que com o surgimento de novas epidemias e a entrada de mais

um sorotipo (DENV-4), o padrdo epidemioldgico atual da nossa regido seja modificado.
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8.1 Viremia e plaquetas

Em relacdo a determinacdo dos niveis de plaquetas, os valores mais baixos foram encontrados
entre o quinto e o sétimo dias de inicio dos sintomas (Figura 24). Ao contrdrio do que foi
observado por Libraty et al. (2002), ndo foi encontrada correlacio dos mesmos com o nivel de
viremia (Figura 25). As infec¢Oes primdrias e as formas mais graves da doenca apresentaram os
valores mais baixos (Figuras 26-29). Apds esses valores serem atingidos, elevacdo acima de
100.000/mm’ foi observada apos dois a trés dias. Associagdes entre niveis de plaquetas e tipo de
infeccdo ndo t€m sido freqlientemente citadas, apesar de trombocitopenia ser um achado
constante nos casos de FHD e muito comum em DC (SRICHAIKUL; NIMMANNITY A, 2000).

Estudo sobre os aspectos clinicos e epidemiologicos da dengue no Recife (MONTENEGRO
et al., 2006) revelou diminui¢io de plaquetas, cerca de duas vezes em pacientes com
sangramentos, comparados com aqueles que ndo sangraram. No entanto, a intensidade de
sangramento ndao tem apresentado correlagdo com os niveis de plaquetas. Foi demonstrado que
apenas 15% dos casos de choque (Grau IV) com plaquetopenia inferior a 50.000/mm’

apresentavam sangramentos graves (SRICHAIKUL; NIMMANNITYA, 2000).

8.2 Viremia e hematocrito

O percentual de hemoconcentracdo, avaliado através da determinacdo de hematdcrito, ndo
apresentou correlagdo com o nivel de carga viral (Figura 31), ao contrédrio do que foi observado
por Libraty et al. (2002).

A pequena variacdo do hematdcrito entre as amostras analisadas durante este estudo (Figura
30), comumente observada em adultos, demonstra a dificuldade em se utilizar esse parametro
como critério para confirmacio e classificagdo dos casos suspeitos. Diante da necessidade de
identificagdo de um valor basal de hematdcrito para fechar o critério da Organizagdo Mundial da
Satde (1987) quanto a hemoconcentragdo (aumento de 20%), muitas vezes s6 se consegue fechar

tal critério na fase de convalescenca (BRITO, 2007; CORDEIRO, 2008). Tem sido proposto que
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hemoconcentracdo isoladamente ndo seja apropriada para definicdo de alteracdes de
permeabilidade capilar, uma vez que o aumento de hematdcrito pode ser mascarado em
determinadas situagdes, como administracdo precoce de fluidos intravenosos e quando ha perda
excessiva de sangue devido a hemorragias (BANDYOPADHYAY; LUM; KROEGER, 2006).
Existem, atualmente, vdrios questionamentos sobre os critérios utilizados pela OMS para
definicdo e classificagdo dos casos de FHD, sugerindo reavaliacdo dos mesmos, principalmente
em relacdo a utilizacdo da hemoconcentracdo para demonstracio de alteragdes de
permeabilidade, que considerem variagdes geogréficas e de faixa etaria (BALMASEDA et al.;

2005; BANDYOPADHYAY; LUM; KROEGER, 2006; RIGAU-PEREZ, 2006).

8.3. Viremia e transaminases

O impacto da dengue sobre a fun¢do hepatica tem sido estudado através da avaliagdo dos
niveis de transaminases, achado muito freqiiente na infeccdo pelo virus dengue. Hepatite
fulminante tem sido relatada como um achado incomum, podendo ser associada com qualquer
um dos sorotipos. O sorotipo 1 tem sido observado apresentando maior tropismo pelo figado do
que os outros tipos (LING; WILDER-SMITH; LEO, 2007).

Nesse estudo, maiores niveis de transaminase glutamico oxalacética foram encontrados nos
oito primeiros dias da doencga (Figura 32). Resultados semelhantes foram observados por Souza
et al. (2007) e Kuo et al. (1992). Os niveis de TGO ndo correlacionaram com a carga viral (Figura
34), porém foram mais elevados em infecgdes secundarias (Figura 36) e na forma mais grave da
doenca avaliada (DCC) (Figura 38). Apds a primeira semana, os niveis de transaminase
glutadmico pirdvica se elevaram semelhantemente aos valores encontrados para TGO (Figura 33),
enquanto esta progride para os valores normais, mas sem apresentar diferenca estatisticamente
significante entre os tipos de infeccdo primdria e secunddria (Figura 37). Em relagc@o as formas
clinicas avaliadas, os niveis de TGP foram mais elevados na primeira semana de inicio dos
sintomas na DCC (Figura 39), permanecendo elevadas por mais tempo que a TGO. A partir da

primeira semana, ndo houve diferencga significativa entre as formas clinicas e os valores de TGP.
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A reducdo mais precoce da TGO se deve provavelmente ao tempo médio de vida mais curto
dessa enzima (12,5 — 22 horas) em relacio a TGP (32 — 43 horas) (SENEVIRATNE;
MALAVIGE; SILVA, 2006). Os niveis mais elevados da TGO do que da TGP tém sido
atribuidos a liberacdo da TGO pelos midcitos lesados durante a infec¢do (KUO, 1992). Essa
elevacido também tem sido atribuida ao uso de antieméticos durante a fase aguda da doenca, os
quais poderiam potencializar o dano hepatico (LING; WILDER-SMITH; LEO, 2007; SOUZA et
al., 2004).

Libraty et al. (2002) também ndo encontraram associagdo entre os niveis de transaminases €
carga viral, mas observaram maior elevacao de TGO em relagdo a TGP. Entretanto, estes autores
nao estudaram a correlacdo dessas enzimas com as formas clinicas e realizaram o estudo apenas
com amostras de pacientes com infec¢des secundérias. Em um estudo realizado por Kalayanarooj
et al. (1997), foram encontrados niveis mais elevados de TGO em criangas com FHD que
naquelas com DC, sendo esse achado sugerido como valor preditivo negativo para FHD.
Wichmann et al. (2007) observaram niveis medianos de TGO e TGP mais elevados em pacientes
com sangramentos espontaneos e outras manifestacoes graves.

A alteracdo da fungdo hepética tem sido atribuida principalmente ao efeito direto do virus
dengue sobre esse 6rgdo. Entretanto, uma resposta imunoldgica desregulada do hospedeiro contra
o virus pode ter um papel importante (SENEVIRATNE; MALAVIGE; SILVA, 2006). O achado
de maiores niveis de transaminases nas formas mais graves da doenga e em infeccdes secundérias
sem, no entanto, correlacionar com a viremia, pode ajudar na compreensdo do processo
imunopatoldgico da infeccdo.

As diferentes manifestacoes de DC, FHD e SCD podem ser causadas por variantes do virus
dengue. Diferencas estruturais t€ém também sido encontradas em virus isolados de pacientes com
DC e FHD (LEI et al., 2001). Em geral, genétipos asidticos parecem ser mais virulentos do que
aqueles encontrados inicialmente nas Américas e Pacifico Sul (CLYDE; KYLE; HARRIS, 2006).

Além disso, o padrdo clinico-epidemioldgico da dengue nas Américas tem apresentado
comportamento diferente do observado na Asia, onde as formas graves da doenca tém sido
freqlientemente descritas em criangas (BRITO, 2007). Isto pode ser explicado pelo fato da
maioria dos paises das Américas ndo ter ainda os quatro sorotipos circulando concorrentemente

como na Asia, havendo ainda adolescentes e adultos susceptiveis a novos sorotipos.
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A patogénse da dengue ¢ um processo multifatorial e excecdes freqiientemente ocorrem
(ENDY et al., 2004). A epidemiologia da dengue tem variado de pais para pais e possivelmente
de acordo com o sorotipo e a cepa do virus, o que salienta a necessidade de se estudar as
caracteristicas epidémicas em diferentes regides (HARRIS et al., 2000). Além disso, fatores
virais e do hospedeiro parecem operar de maneira desigual em diferentes regides do mundo e
entre populacdes geneticamente diferentes. Outros mecanismos de patogénese, independentes da
ocorréncia de infeccdes secunddrias, devem estar envolvidos na gravidade da dengue. Para
entender esses mecanismos devem ser realizados estudos de fatores virais e interagcdes virus-vetor
e virus-hospedeiro (MURGUE et al., 2000).

As evidéncias sugerem que ambos os fatores, virais e imunes do hospedeiro estdao envolvidos
na patogénese da gravidade da dengue. Infelizmente, o papel de cada um deles ndo €
completamente entendido e a falta de um modelo animal tem dificultado os estudos nessa drea.
Como conseqiiéncia, estudos como este aqui descrito, podem servir de base para investigacdes de
correlagdes com fatores genéticos e imunoldgicos, como as que ja vém sendo desenvolvidas pelo

Nosso grupo.
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9 CONCLUSOES

® Os niveis de viremia foram semelhantes em infec¢des primdrias e secundarias.

® A cinética e duracdo da viremia se apresentaram muito similares nas diferentes formas
clinicas da doenca.

e Os niveis de carga viral foram mais elevados nas formas mais graves da dengue, quando
analisadas amostras coletadas no periodo febril (andlise em amostra tinica).

e A carga mixima de viremia ocorreu entre o primeiro e terceiro dia de inicio dos sintomas.

e Foi detectada viremia apds o desaparecimento da febre em todas as formas clinicas,
porém em niveis mais baixos do que durante o periodo febril.

¢ A reducdo dos niveis de plaquetas foi mais acentuada nas infec¢des primdrias que nas
secunddrias, e valores mais baixos ocorreram durante o quinto e o sétimo dia de inicio dos
sintomas.

® Os niveis de TGO foram mais elevados em amostras coletadas até oito dias, em infecgdes
secunddrias e na forma clinica DCC.

e Os niveis de TGP foram mais elevados a partir do oitavo dia de inicio dos sintomas, com
valores semelhantes entre os tipos de infec¢do primdria e secunddria.

e Na DCC, a TGP foi mais elevada na primeira semana de inicio dos sintomas, a partir da
qual os niveis foram semelhantes aos da forma mais branda da doenca.

e A TGP permaneceu alterada por mais tempo que a TGO.

e Os niveis de carga viral e cinética de viremia nas amostras analisadas ndo possibilitaram

predizer a gravidade da dengue.
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APENDICE A - ARTIGO EM PREPARACAO

VALIDATION OF DENGUE SEROTYPE SPECIFIC SYBR GREEN KITS DSSS-P26
AND P29 FOR THE DIAGNOSTIC AND QUANTIFIATION OF DENGUE VIRUS TYPE
3 INFECTION

Ana Maria Silva, Ana Lisa Gomes, Carlos Calzavara-Silva, Marli Tenério, Ernesto
Marques Jr, Rita Maia and Phon Too

ABSTRACT

Dengue fever (DF) and dengue hemorrhagic fever/dengue shock syndrome (DHF/DSS) are
considered the most important arthropod-borne viral diseases. Diagnosis of dengue infection
during the initial phase of the illness is essential for the treatment of patients and for the effective
control of dengue outbreaks. In this study we evaluated two kits - Dengue Serotype-Specific
SYBR Green amplification kits (DSSS-P26 and DSSS-P29) - for the diagnosis of dengue virus
serotype 3 infection using quantitative real-time PCR. Both kits were able to detect at least 10
target copies of dengue virus 3 RNA and can be used for determination of viral load in clinical
samples. They are rapid and highly specific and it appears to have a higher detection rate even in
the presence of dengue antibodies. They also can be used for the epidemiological investigation of
dengue illness and study of the viremic response with candidate live-attenuated dengue virus
vaccines.

Keywords: Dengue virus, Real-time PCR, SYBR Green.

INTRODUCTION

Dengue fever (DF) and dengue hemorrhagic fever/dengue shock syndrome (DHF/DSS) are
considered the most important arthropod-borne viral disease, associated with high morbidity and
mortality among human populations in regions of Asia, Africa, and Central and South Americas

(Gubler, 1998; Pinheiro,1997). About 50-100 million individuals living in tropical and
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subtropical countries are infected every year, with an estimated 2.5 billion people at risk of
infection (World Health Organization, 1997). In Brazil, from 1986 to 2006, more than four
million cases were reported in the country (Cordeiro, 2007).

Dengue fever is caused by one of four closely related, but antigenically distinct, dengue virus
serotypes (DENV-1 to DENV-4) belonging to the genus Flavivirus. Dengue virus causes a wide
spectrum of illness, ranging from mild sub-clinical disease to a severe and occasionally fatal
hemorrhagic form (Rigau-Pérez,1998). DENV infection induces a life-long protective immunity
to the homologous serotype, but confers only partial and transient protection against subsequent
infections by the other three serotypes. Epidemiological studies have shown that secondary
infection is a major risk for DHF and DSS (Rothman,2004). Thus, discrimination between
primary and secondary DENV infections and current infection is important for both patient
management and epidemiological investigations.

In the laboratory, dengue diagnosis can be performed through virus isolation, genome and
antigen detection and serological studies (Guzmén, 2004).

Virus isolation (Igarashi, 1978; Gubler, 1984) remains the gold standard but is time
consuming and takes 7-10 days to perform. Serological diagnosis can give false results because
of the antibodies that cross-react with other Flavivirus, and IgM antibody responses are often low
during the first 5 days of symptoms. Molecular methods of virus nucleic acid detection is
becoming more widely used because can provide results more quickly and have been shown to
be more sensitive than virus isolation in some cases (Shu, 2004).

Identification of dengue virus by molecular methods such as reverse transcriptase polymerase
chain reaction (RT-PCR) have been used for diagnosis of acute infection in human serum or
plasma (Lanciotti, 1992). However, more rapid diagnostic approaches, such as real-time
quantitative PCR (qPCR), may improve further the early diagnosis of dengue with more sensitive
and quantitative results during the viremic phase of infection.

In this study, two kits were evaluated - Dengue Serotype-Specific SYBR Green amplification
kits (DSSS-P26 and DSSS-P29) - for diagnosis of dengue virus sorotype 3 infection and viral

load determination in human serum, using ROX as passive reference.
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MATERIALS AND METHODS

Clinical Samples
For the study, serum samples were obtained from patients with dengue fever and dengue
hemorrhagic fever, enrolled in a clinical dengue cohort established in Recife, Pernambuco,
Brazil. The Ethics Committee of the Brazilian Ministry of Health (number, CONEP:4909;
CEP:68/02) and The Johns Hopkins Institutional Review Board (protocol JHM-IRB-3:03-08-27-
01) approved the use of the serum samples and written informed consent was obtained from all
patients.

A total of 71 samples were randomly selected. These samples included: 51 positive samples
from patients infected with DENV-3 by nested RT-PCR (Lanciotti et al, 1992) with or without
dengue virus isolated. Also were tested serum samples from 10 individuals collected after day 5
from the onset of symptoms with nested RT-PCR and culture negative, but IgM ELISA positive
(convalescent samples seroconverted). Ten serum samples from healthy individuals or not
infected by dengue virus were used as negative control.

One local isolate from DENV-3 virus was propagated in Aedes albopictus C6/36 cells and was
used as positive control.

Virus extraction and reverse-transcription
Viral RNA was purified from 140 pl of serum samples with a QIAmp viral RNA minikit
(Qiagen, Valencia, CA), according to the manufacturer’s specifications. The purified RNA was
re-suspended in 60 ul of water, and 5 pl were used for full-length total cDNA synthesis using the
first-strand synthesis system for RT-PCR (Superscript III, Invitrogen, CA, USA) containing

random hexamers (final volume, 20 pl).
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TABLE 1. Oligonucleotide primers used in the serotype-specific DENV-3 real-time PCR

Target DSSS-Primer Set Primer detail Product size

Label Sequence

DSSS-DEN3 -P26F  3276F 5’-CAGAAA(A/G)CTGTGGGACAAGAG-3" 104 bp
DENGUE 3 DSSS-DEN3 -P26R  3363R 5’-TCGCA(G/A)GGG(A/G)GGAAGTG-3’

DSSS-DEN3 -P29F  6469F 5’-GTCAGAA(C/G)ATGGCGGTAGG-3’ 142 bp

DSSS-DEN3 -P29R  6587R 5’-CTTTCCAATCCCTTTACCTGATAT-3’

Sense primers are designated by (F) and antisense primers by an (R).

Real-time quantitative polymerase chain reaction (QPCR)
gPCR assays were performed in the ABI PRISM 7000 Sequence Detection System (Applied
Biosystems, CA, USA), using the DSSS-P26 and DSSS-P29 amplification kits and ROX as
passive reference. The reactions included 2 pl of the cDNA from the sample, 32 pl of the DSSS
kit mix with primers (0.2 uM), Xtensa® PCR buffer, triton X-100, dNTPs and MgCl, (2.5 mM),
0.5 pl Platinum hot start polymerase (SU/ul; Invitrogen), and water added to a final volume of 50
pl. The products were quantified by real-time PCR performed by measuring the emission
intensity of fluorescent SYBR Green I dye binding to double-stranded DNA. qPCR products
were detected with the melting curve analysis, which was subsequently performed after the
qPCR run, by increasing the temperature slowly from 60 to 95°C (0.1°C/s) and by measuring the
fluorescence continuously. The ABI PRISM software (version 1.1) was used for the analysis and
interpretation of the results. In every qPCR assay, the amplification of the appropriate standards
(10" to 10" copies) and no template control (NTC) were carried out to construct a standard curve
and to detect false positive results due to contamination, respectively. The NTC was performed
adding equivalent volumes of water instead of standards. Amplification conditions were 2 min at
50°C, 3 min at 95°C, followed by 40 cycles of 30 s at 95°C and 1 min at 60°C. All assays were
performed in duplicates. The results were analyzed considering the melting temperature
(dissociation curve), amplification curve and standard deviation between duplicates for
quantification. The efficiency of amplification was calculated for each plate using the threshold

cycle (Ct) value and the slope of the standard curve.
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gPCR efficiency and specificity

The efficiency of amplification (€) of a target molecule can be calculated from the slope of the
standard curve (plot of Ct versus negative logl0 concentration of the target). High efficiencies of
amplifications have slopes approaching the value of 3.32 for every 10-fold dilution of the target.
To compare the specificities of any assays, it is critical to compare the differences in the Ct
values of the defined target and the templates (ACt) as well as the efficiencies of the
amplification of the target and templates within each assay (Gomes, 2006). Specificity (6) can be
defined by the equation: ¢ = (1+¢ act ), where (1+¢€) is 10 I/slope (Too, 2003). Hence, the larger the
value of &, the more specific the assay is in discriminating the target over the test templates
(Gomes, 2006).

Two-step Nested RT-PCR
RT-PCR was performed as described by Lanciotti et al (1992). RT-PCR products were resolved
by 2% (wt/vol) agarose gel electrophoresis and stained with ethidium bromide. The gels were
visualized on a UV transilluminator and the image captured. Negative and positive controls were
included in all steps. An internal PCR control containing 10° copies cDNA copies/mL was also
included to determine reaction efficiency and sensitivity.

Antibody detection
The samples were analyzed to detect DENV-specific [gM and IgG antibodies. Anti-dengue IgM
capture ELISA (BioManguinhos or PanBio, Brisbane, Australia) was performed according to
manufacturer’s instructions.

Viral Isolation
Dengue virus was isolated using 20 pl of serum samples into confluent C6/36 cell monolayers,
maintained in Leibovitz L-15 medium (GIBCO, Invitrogen, Grand Island, NY) containing 2%
fetal calf serum (Igarashi, 1978). Virus was identified by indirect immunofluorescence assay
with serotype-specific anti-dengue monoclonal antibodies (Bio-Manguinhos, Fundacdo Oswaldo

Cruz, Brazil).
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RESULTS

Specificity and efficiency of DSSS-P26 and DSSS-P29 Kkits

DENV-1, DENV-2, DENV-3 and DENV-4 DNA constructs were used to verify that the
assays could reliably detect only dengue virus serotype 3. DSSS-P26 and DSSS-P29
amplifications kits were more specific to DENV3 than to the others DENV (Table 2). These
assays also were tested with yellow fever for Flavivirus cross-reactivity analysis using DNA
constructs and serum from healthy human serum samples as negative control. None of the assays
were able to amplify the RNA extracted from yellow fever DNA constructs and negative samples
for dengue virus (data not shown).

The standard curve efficiencies were 100% and 94% for DSSS-P26 and DSSS-P29,
respectively (Figure 1- IB/ IIB and TABLE 2).

Figure 1. Amplifications ( IA - ITA ) and standard curves (IB — IIB) of 1077 to 101 copies
DENV3 for DSSSP26 (A) and P29 (B).

TABLE 2. Specificity and Efficiency of DSSS kits

KIT Specificity (1+ Efficiency)*Ct1-Ct2 Efficiency Slope
DSSS 107 (-1/slope)-1
P26 32,768 more specific to DENV3 than to DENV1 100% -3.21

262,144 more specific to DENV3 than DENV2
524,288 more specific to DENV3 than DENV4
P29 40,255 more specific to DENV3 than to DENV1 94% -3.45
570,209 more specific to DENV3 than to DENV?2
40,255 more specific to DENV3 than to DENV4
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Sensitivity of DSSS assays

The amplification of the appropriate standards (10" to 10" copies) and NTC were carried out
to construct a standard curve and to detect false positive results due to contamination,
respectively (Figure 1 IA/ IB). The kits were able to amplify 10 copies when DNA constructs of
DENV-3 was processed. In order to determine the sensitivity of the both DSSS kits, we
compared the results with those obtained by RT-PCR and virus isolation (Table 3). Virus
isolation was positive in 25 of 51 samples (49%). IgM antibodies were positive in 16 of 51
samples (31%). All patients presented IgM antibodies in samples collected in convalescence
phase (data not shown). DSSS kits compared with regard to the RT-PCR assay and both DSSS
kits presented 100% of agreement with RT-PCR results.

TABLE 3. Summary of IgM, RT-PCR, DSSS-P26, DSSS-P29 and virus isolation

Disease days Number of IgM + RT-PCR DSSS(P26) DSSS(P29) Virus Isolation
serum samples

1 02 02 (100%) 02 (100%) 02 (100%) 02 (100%)
2 07 07 (100%) 07 (100%) 07 (100%) 06 (86%)
3 08 08 (100%) 08 (100%) 08 (100%) 04 (50%)
4 13 03 13 (100%) 13 (100%) 13 (100%) 06 (46%)
5 11 05 11 (100%) 11 (100%) 11 (100%) 04 (36%)
6 03 02 03 (100%) 03 (100%) 03 (100%) 02 (67%)
7 04 03 04 (100%) 04 (100%) 04 (100%) 01 (25%)
8 03 03 03 (100%) 03 (100%) 03 (100%) 00 (00%)
Total 51 16 51 (100%) 51 (100%) 51 (100%) 25 (49%)

Even though the similar results of DSSS-P26 and P29 in negative samples, quantifications of
P26 was not able when viral load was lower than 10* copies. It was noted that standard deviation

of the samples were higher on duplicates using of P26 than P29.
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Analysis of melting curves obtained with both kits shown that DENV-3 amplicons had
temperature melting values ranging from 83.6 to 85.6°C for DSSS-P26 and from 82.7 to 84°C
for DSSS-P29 (Figure 1 - IC/ IIC).

Amplification in samples with less 10 copies wasn’t possible to quantify with accuracy. So, it

was considered the detection limit as 10 copies for both Kkits.

TABLE 4. Calculation of clinical sensitivity and specificity of the assays

RT-PCR DSSS - P26 DSSS - P29
Positive Negative Positive Negative
Positive test 51 0 51 0
Negative test 0 20 0 20
Total 51 20 51 20
Sensitivity (%) 100 % 100 %
Specificity (%) 100 % 100 %
DISCUSSION

Diagnosis of dengue infection during the initial phase of the illness is essential for the
treatment of patients and for the effective control of dengue outbreaks (World Health
Organization, 1997). The current methods used widely in laboratories for the diagnosis of acute
dengue virus infections are the detection of virus or IgM antibody in serum samples. For the
definitive dengue diagnostic by IgM capture ELISA is necessary to collect samples in acute and
convalescence phases. Futhermore, IgM levels could be low or sometimes not detected in
secondary infections (Cordeiro, 2007) and can cross-react with other flaviviruses (Guzmén and
Kouri, 2004). Virus isolation is the gold standard for dengue diagnosis but is labour intensive
and time consuming, taking 7 — 10 days to complete. Furthermore, when antibodies levels begin
to rise from day 3 after onset of symptoms, they interfere with viral isolation, resulting in the low

sensitivity of viral isolation.
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Molecular techniques based on the detection of genomic sequences by reverse transcription
PCR (RT-PCR), nested PCR, or real-time PCR have become essential tools in the laboratory
research and they have made possible the rapid detection serotyping and quantification of dengue
virus in acute-phase serum samples.

In this study two amplification kits - Dengue Serotype-Specific SYBR Green (DSSS-P26 and
DSSS-P29) were validated and shown to be able to detect and quantify at least 10 copies, and
can be used to identify the presence of dengue virus 3 RNA, determine the viral load in clinical
samples and could be used in large scale with accurate results.

Despite of the fact that DSSS P26 and DSSS P29 have the same sensibility of two step nested
PCR, gPCR has the ability to detect and quantify viruses allowing the study of viral load which
is important in dengue disease diagnosis and prognosis (Gomes-Ruiz, et al, 20006).

The DSSS kits were more sensitive than isolation method and are fast and highly specific and
appear to show a higher detection rate even in the presence of dengue antibodies. They also can
be useful for the epidemiological investigation of dengue disease and study of the viremic

response with candidate live-attenuated dengue virus vaccines.
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APENDICE B - ARTIGO EM PREPARACAO

ESTUDO DE CINETICA DE VIREMIA DO ViRUS DENGUE
SOROTIPO 3 EM FORMAS CLINICAS DA DENGUE COM
DIFERENTES NIiVEIS DE GRAVIDADE

Ana Maria da Silva, Ana Lisa Gomes, Marli Tenério Cordeiro, Ernesto Marques
Junior.

INTRODUCAO

Dengue € uma doenga que ocorre em dreas tropicais e subtropicais do mundo, causada por
um arbovirus (“arthropod-borne virus”) que € transmitido ao homem através da picada de
mosquitos do género Aedes, sendo o Aedes aegypti considerado o principal vetor da doenca
(LIGON, 2004). A dengue € um problema de satide publica, distribuindo-se em mais de 100
paises e acometendo cerca de 2,5 bilhdes de pessoas. Estima-se que ocorram anualmente
cerca de 50 a 100 milhdes de casos de dengue cldssica e centenas de milhares de casos de
dengue hemorrigico pelo mundo (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2002). No
Brasil, de 1986 a 2006, foram registrados mais de 4 milhdes de casos (CORDEIRO, 2007).

O virus dengue pertence a familia Flaviviridae, género Flavivirus e é representado por
quatro sorotipos antigénicos distintos (DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4). A infeccao
pelo virus dengue causa uma doenca cujo espectro inclui desde formas clinicamente
assintomdticas até quadros graves, acompanhados por hemorragias e choque, que podem
evoluir para o 6bito (LIGON, 2004; ROTHMAN, 2004). A dengue cléssica (DC) caracteriza-
se por uma febre abrupta geralmente alta (39-40°C), associada a cefaléia, prostracdo, mialgia,
artralgia, dor retroorbitdria, exantema maculopapular acompanhado ou nio de prurido.
Anorexia, nduseas, vomitos e diarréia também podem ser observados (RIGAU- PEREZ et al.,
2002). A forma mais grave da doenca € a febre hemorrdgica da dengue / sindrome do choque
da dengue, caracterizada pelo desenvolvimento de extravazamento plasmatico, anormalidades

de coagulacdo e comprometimento hepdtico (ROTHMAN, 2004).
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Todos os quatro sorotipos do virus dengue podem causar desde formas assintomadticas até
as formas mais graves da doenca. Infeccio com um sorotipo induz imunidade permanente
especifica ao sorotipo infectante, conferindo apenas uma curta imunidade cruzada
(heterotipica) para os outros sorotipos (GUBLER, 1998; SABIN, 1952). Duas teorias tentam
explicar a ocorréncia da febre hemorrdgica da dengue: a teoria da modificacido de viruléncia
(ROSEN, 1977) e a teoria das infec¢Oes seqiienciais heterotipicas (HALSTEAD, 1970).
Ambas teorias predizem maior magnitude de replicac¢do viral em pacientes com a forma mais
grave da doenca e justificam a ocorréncia de elevados niveis de viremia, por caracteristicas
virais ou do hospedeiro, respectivamente. Diversos estudos t€ém buscado identificar padrdes
clinico-epidemioldgicos e laboratoriais preditivos de gravidade da dengue, correlacionando-os
com niveis de viremia (ENDY et al. 2004; GUBLER et al., 1981; GUILLARDE et al., 2008;
LIBRATY et al., 2002; MURGUE et al., 2000; WANG et al., 2003). No entanto, os estudos
sobre a cinética de viremia em pacientes com diferentes formas clinicas de dengue sio
relativamente escassos, particularmente utilizando métodos precisos de quantificacdo viral.

O objetivo deste estudo foi estudar a cinética de viremia do virus dengue sorotipo 3 nos
diferentes tipos de infeccdo e formas clinicas, investigando possiveis associa¢des entre o
nivel de carga viral , o tipo da infeccdo (primdria ou secunddria) e as formas mais graves da

doenca.

MATERIAIS E METODOS

Populacdo de estudo e preparacdo das amostras. Detalhes sobre o desenho da coorte e
populacdo de estudo foram publicados por Cordeiro et al., 2007. Foram utilizados neste
estudo soros de pacientes de um banco de amostras provenientes de um estudo de coorte sobre
dengue desenvolvido no Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes. Essas amostras foram
encaminhadas ao Laboratério de Virologia e Terapia Experimental (LaViTE) através de um
convénio com os Hospitais Santa Joana, Esperanca e Instituto Materno Infantil de
Pernambuco (IMIP), em Recife, Pernambuco, Brasil, onde esses pacientes, com suspeita
clinica de infec¢do pelo virus dengue, foram atendidos. As amostras foram identificadas de
acordo com a ordem de coleta, da primeira a quinta, sendo a primeira amostra aquela
correspondente ao dia do primeiro atendimento hospitalar e inicio da participacdo do
voluntario no projeto, quando o mesmo assinou o termo de consentimento livre e esclarecido.
Amostras de sangue colhidas sem anticoagulante foram utilizadas para a obtenc¢do de soro,

apos centrifugacdo, e armazenadas a ~70°C. Para defini¢do laboratorial do diagndstico
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(sorotipo da infec¢do e natureza secunddria ou primdria da infec¢io), as amostras de soro
foram analisadas pelos procedimentos: RT-PCR (transcri¢ao reversa seguida de reacdo em
cadeia da polimerase) sorotipo especifica (LANCIOTTI et al., 1992); ELISA- IgM (kit
ELISA- IgM, PanBio, Pty., Ltd., Brisbane, Austrdlia), IgG anti-dengue (kit ELISA- IgG,
PanBio, Pty., Ltd., Brisbane, Austrélia), isolamento viral em cultura de células de mosquito A.
albopicus, C6/36 (IGARASHI, 1978) e identificacdo dos virus isolados através da técnica de
imunofluorescéncia indireta (HENCHAL et al., 1982). As determinacdes de plaquetas,
hematdcrito e transaminases foram realizadas nos laboratérios dos hospitais colaboradores
(Esperanca, Santa Joana e IMIP) utilizando métodos automatizados. Os soros identificados
como positivos para o DENV-3 (RT-PCR positivos) foram utilizados para a quantificacdo da
carga viral por PCR em tempo real. Inicialmente, foram analisadas 209 amostras de soro
positivas para infec¢do por DENV-3, coletadas na fase aguda da doenga (periodo febril).
Além dessas, amostras de soro de 85 pacientes (trés a cinco amostras de cada paciente),
coletadas seqiiencialmente (com o limite méaximo de 15 dias do inicio de sintomas),
totalizando 317 amostras, foram utilizadas para o estudo de cinética de viremia. O pico de
viremia foi definido como o nivel de viremia mais alto durante a doenca, expresso em nimero
de copias/ml. A distribuicao das amostras utilizadas para o estudo de cinética de viremia do
DENV-3 em relagdo ao tipo de infeccdo (primdria e secundéria) e a forma clinica (dengue
classica, dengue cldssica complicada, febre hemorrigica da dengue e dengue) encontra-se

apresentada na Tabela 1.

Tabela 1 - Distribuicio das amostras quanto ao tipo de infec¢ao e forma clinica da dengue

Tipo de Infeccao
Forma Clinica Primaria Secundéria Total
Dengue 10 03 13
Dengue Cléssica 06 13 19
Dengue Cléassica Complicada 17 21 38
Febre Hemorrdgica da Dengue 08 07 15

Total 41 44 85
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Quantificagdo da Viremia. A viremia foi quantificada em cépias de RNA/ml. Apods
extracdo do RNA de 140ul amostra, através da utilizacdo do kit QIAamp Viral RNA Mini
Kit/QIAmp MiniElute Virus Spin (Qiagen, Valencia, CA), foi realizada a transcri¢do reversa.
Para isso foram utilizados primers randéomicos (hexameros), inibidor de RNAse (RNAse OUT
40 U/ul), enzima Superscript III reverse transcriptase 200U/ul e Sul do RNA purificado,
segundo o protocolo estabelecido pelo fabricante dos reagentes (Invitrogen). A quantificacdo
foi realizada por PCR em tempo com SYBR Green através do uso de um kit sorotipo-
especifico para dengue (DSSS-P29), com limite inferior de detec¢cdo de 10 copias de RNA/ml
(artigo em preparagdo). Cada reagdo de PCR em tempo real foi composta de 32 ul de mix do
kit DSSS contendo iniciadores (0.2 uM final), tampao PCR Xtensa®, triton X-100, dNTPs e
MgCl, (2.5 mM final), 0.5 ul Platinum polimerase “hot- start” (S5U/ul; Platinum Taq DNA
Polymerase, Invitrogen, cdigo 10966-030), 2 1l da mistura de transcri¢do reversa e 4gua para
um volume final de 50 pul. As condi¢bes de amplificagdo sdo 40 ciclos de 95°C por 30
segundos e 60°C por 1 minuto, precedidos por 95°C por 3 minutos. Em cada corrida foram
incluidos padrdes quantitativos (10" a 10" cpias), uma amostra negativa (ndo dengue), um
controle positivo proveniente de um isolado local de DENV-3 propagado em células de
mosquito Aedes albopictus C6/36, com 10° copias de RNA do virus dengue e controles
negativos sem o cDNA alvo (NTC). Todas as amostras foram testadas em duplicata. A reacdo
de PCR em tempo real foi realizada medindo-se a intensidade de fluorescéncia do SYBR-
Green [, utilizando-se ROX (6-carboxi-X-rodamina) como referéncia passiva nos
equipamentos ABI Prism 7000 e 7500 (Applied Biosystems). Os dados de deteccdo e
quantificac@o foram coletados e analisados pelo software ABI PRISM (versao 1.4) da Applied
Biosystems. Os resultados foram analisados considerando-se a curva de dissociacdo (melting
curve), curva de amplificacdo e desvio-padrdo entre as duplicatas para quantificagdo. A
eficiéncia de amplificacdo foi calculada para cada placa usando-se o slope da curva padréo.

Formas clinicas. Os critérios utilizados para a definicdio da forma clinica foram
essencialmente os definidos pela Organizacio Mundial da Sadde (1987). Além dessa
classificagdo, foi incluida a forma clinica denominada neste estudo de Dengue Cléssica
Complicada (DCC). Essa forma utilizada no estudo de coorte do qual as amostras analisadas
sdo provenientes, representa uma forma intermedidria entre DC e FHD, e inclui os casos que
apresentam plaquetopenia (maior que 50.000/mm?) ou hemorragia, mas que ndo preenchem
os critérios da OMS para FHD. Também foi incluida a forma clinica denominada apenas de

Dengue (D), que se refere aos casos cuja classificacdo nao foi possivel por falta de exames
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laboratoriais complementares, porém apresentando quadro clinico compativel com dengue
classica.

Classificacdo de infeccdo em primdria e secunddria. Para defini¢do laboratorial do
diagnostico quanto ao tipo de infeccdo (secunddria ou primadria), foram testadas amostras
seriadas para verificacdo da cinética de anticorpos IgM e IgG. Também foi utilizada a técnica
de Inibi¢do da Hemaglutina¢do (HI) em placas de microtitulagdo (CLARKE; CASALS, 1958)
para confirmar a classificacdo dos casos de febre hemorrdgica da dengue, através da
quantificacdo de anticorpos inibidores da hemaglutinacdo (anticorpos totais). O critério
utilizado para defini¢do do caréter da infeccdo foi uma combinagdo baseada nos resultados da
RT-PCR, isolamento viral e cinética de anticorpos IgM e IgG realizada em amostras seriadas.
Se anticorpos IgG estavam presentes ja na primeira amostra, com auséncia ou presenga de
anticorpos IgM e com resultados positivos de RT-PCR e/ou isolamento viral, confirmando
infeccao aguda, a infec¢do foi caracterizada como secundéria. Na auséncia de anticorpos IgG,
com IgM e/ou RT-PCR e/ou isolamento viral positivo na primeira amostra e observacao de
soroconversao, a infeccdo foi caracterizada como primdria (CORDEIRO et al., 2007).
Baseando-se no teste de inibi¢do da hemaglutina¢do, a infec¢do foi caracterizada como
priméria na auséncia de anticorpos inibidores da hemaglutina¢do (<1:20) na amostra de soro
de fase aguda, coletada antes do quarto dia de doenca e presenca de anticorpos na amostra de
soro da fase de convalescenca com titulo < 1:1280; e foi considerada como secunddria quando
houve presenca de anticorpos inibidores da hemaglutinacdo (>1:20) na amostra de soro de
fase aguda, coletada antes do quarto dia de doenca e deteccdo de anticorpos com titulos
>1:2560 na amostra de soro da fase de convalescen¢a, com aumento de, no minimo, quatro
vezes no titulo de anticorpos inibidores da hemaglutinacio (ORGANIZACAO MUNDIAL
DA SAUDE, 1987).

Andlise Estatistica. Para estimar o tempo de indetec¢do da carga viral foi utilizada a
andlise de sobrevida (modelo de Kaplan-Meier). No estudo da cinética de viremia foram
utilizados os modelos gerais linearizados para medidas repetidas. Na busca de associacdes
entre os niveis de viremia e os testes laboratoriais (transaminases, plaquetas e hematdcrito),
foram calculados os coeficientes de correlacdo de Pearson com seus respectivos testes de
significancias. Quando analisados os testes laboratoriais, estratificados em normais e
alterados, e avaliados seus comportamentos no decorrer do estudo, segundo o dia de inicio de
sintomas, foi feito o teste de significancia do Qui-quadrado de Pearson para tendéncia e

calculado a odds ratio (OR). O erro maximo adotado para os testes estatisticos foi de o = 5%
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(p<0,05). Foram utilizados os programas estatisticos EPI-INFO, versao 2000, o SPSS-PC,

versao 8.0 e o Prism, versao 4.0a.

RESULTADOS

Caracteristicas dos pacientes do estudo de cinética de viremia. Foram avaliados 85 pacientes
submetidos a quatro coletas (a quinta foi retirada da andlise, pois s6 foi possivel determinar a
carga viral nesta amostra em trés pacientes), em um total de 314 amostras. Foram analisados
os niveis de carga viral, plaquetas, hematdcrito, transaminase glutamico oxalacética (TGO) e
transaminase glutdmico pirtvica (TGP). A tabela 2 apresenta a distribuicdo dos individuos
estudados segundo sexo, diagndstico e tipo de infeccdo. A idade média dos pacientes foi de
39,3 anos, com minimo de 15 e maximo de 84 anos. Em relacdo ao tempo de inicio dos

sintomas, a média foi de 3,9 dias, com um minimo de um e maximo de oito dias.

Tabela 2 - Distribuicao dos individuos estudados segundo sexo, diagnéstico e tipo de infec¢io

Variaveis n %
Sexo

Masculino 43 50,6

Feminino 42 494
Diagnéstico

Dengue 13 15,3

DC 19 22,4

DCC 39 45,8

FHD 14 16,5

Tipo de infeccio

Primaria 41 48,2
Secundaria 44 51,8
Total 85 100,0

Legenda: DC (dengue cléssica), DCC (dengue classica complicada),
FHD (febre hemorrdgica da dengue).

Determinacdo da cinética de viremia. A mediana do tempo de duracdo foi de 10 dias. Nao foi

verificada diferenca estatisticamente significativa quando os tempos de duragcdo da viremia
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foram estratificados pelo tipo de infec¢do (p=0,4) e formas clinicas (p=0.91). A carga viral

maxima foi detectada entre o primeiro e terceiro dias de inicio dos sintomas (Figura 1).
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Figura 1 - Média do logaritmo da carga viral (copias/ml) segundo os dias de inicio dos sintomas

Associagdo entre carga viral e tipo de infeccdo. O tipo de infeccdo ndo interferiu no

comportamento da carga viral (p=0,325) (Figura 2).
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Associagdo entre carga viral e formas clinicas. Nao houve correlac@o entre os niveis de carga
viral e as formas clinicas da dengue (p=0,421), nem entre a duracdo da viremia e as formas
mais graves (Figura 3). Foi detectada viremia apds o desaparecimento da febre em todas as

formas clinicas estudadas.



Silva, Ana Maria da Apéndice B 143

20.0 1 —o—D
18,0 —e— DC
= 1680 A DCC
E 140 —>—FHP
g 12,0
@ 10,0 -
£ 8,0
g’ 6.0 A
4,0
2,0
0,0
1 2 3 a 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Numero de dias de inicio dos sintomas

Figura 3 - Curva de cinética de viremia segundo as formas clinicas da dengue. Carga viral
expressa em logaritmo neperiano do nimero de copias/ml

Associagdo entre carga viral e os niveis de plaquetas. Em relagdo a contagem de plaquetas, os
menores valores foram observados entre o quinto e o sétimo dias de inicio dos sintomas. Nao
houve correlacio entre a carga viral e os niveis de plaquetas (p=0,53) (Figura 4).
Correlacionando por tipo de infec¢do, observou-se maior reducdo das plaquetas quando a
infec¢do foi considerada primdria (Figura 5). De acordo com as formas clinicas, menores

niveis foram observados em DCC e FHD (Figura 6).
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Figura 6 — Niveis médios de plaquetas segundo as formas clinicas

Associagdo entre carga viral e os niveis de hematocrito (% de hemoconcentracdo). O nivel de

hematdcrito teve pouca variagdo (entre 39 e 45%) ao longo do periodo, a partir do inicio dos

sintomas, com um aumento médio de 3% quando comparada a determinacdo na primeira

coleta com a ultima coleta dos pacientes. Nao houve correlagdo estatistica significativa entre

os niveis de hematdcrito e a carga viral (p=0,769) (Figura 7).
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Figura 7 - Correlacdo da carga viral e niveis de hematocrito nas amostras coletadas na fase

aguda da doenca.
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Associagcdo entre carga viral e os niveis de transaminases. Considerando todas as
determinacgdes de transaminases realizadas no estudo, independentemente do tipo de infec¢dao
e forma clinica, foram encontrados valores de transaminase glutdmico oxalacética (TGO)
mais elevados que transaminase glutamico pirdvica (TGP) em amostras coletadas até oito dias
de inicio dos sintomas. A partir desse periodo, foram observados maiores niveis de TGP em
relacdo a TGO (OR=6,05, p<0,001). Nao houve correlacao estatistica significativa entre os

niveis de TGO (p= 0,483) e TGP (p=0,923) e a carga viral (Figuras 8 € 9).
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Figura 8 - Correlaciao da carga viral e niveis de transaminase glutamico oxalacética (TGO) nas
amostras coletadas na fase aguda.
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Figura 9 - Correlacido da carga viral e niveis de transaminase glutimico pirivica (TGP) nas
amostras coletadas na fase aguda.
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Correlacionando-se os niveis de transaminases com o tipo de infec¢do, foram observados
maiores niveis de TGO na infec¢do primdria do que na secunddria até o décimo dia de inicio
dos sintomas, quando esses niveis comecaram a baixar e se equivaleram em ambos tipos de
infeccdo. Em relacdo a TGP, maiores niveis foram observados nos primeiros dias de sintomas
na infeccao secunddria, elevando-se semelhantemente na forma primadria a partir do sexto dia
de inicio dos sintomas. Neste periodo, os valores de TGP sdo mais elevados do que os de
TGO. De acordo com a forma clinica, foram analisadas apenas as formas classificadas como
DC e DCC, pelo fato de se ter nas outras formas um nimero pequeno de pacientes. A DCC
apresentou niveis de TGO mais elevados, principalmente nos primeiros seis dias de inicio dos
sintomas. Os niveis de TGP se elevaram em todo o periodo do estudo, mas com niveis mais

baixos do que TGO nos seis primeiros dias de inicio dos sintomas.

Andlise da carga viral das amostras coletadas na fase aguda da doenga. Foram analisadas
209 amostras coletadas no periodo febril, entre o primeiro e o décimo dia de inicio dos
sintomas. A andlise de correlagdo da carga viral com o tipo de infec¢do nestas amostras,
semelhantemente ao estudo de cinética de viremia, ndo apresentou diferenca estatisticamente
significante. Ou seja, os niveis de carga viral foram semelhantes entre as infec¢des priméria e
secundéria (p = 0,69) (Figura 10). No entanto, as medianas da carga viral se mostraram
maiores nas formas mais graves da doenca (DCC=6,9 e FHD=6,9) que em D (5,6) e DC
(6,2). Os niveis de carga viral foram maiores nas formas mais graves da doenca (DCC e

FHD) que em D e DC (p<0,0001) (Figura 11).
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Figura 10 - Correlacio da carga viral com o tipo de infeccao (p<0,0001). Linha tracejada indica
limite inferior de detecc¢io do teste (10 cépias), expresso em In.
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Figura 11 - Correlacio da carga viral com as formas clinicas da doenca (p<0,0001). Linha
tracejada indica limite inferior de deteccio do teste (10 copias), expresso em In. Legenda:
D=dengue; DC=dengue classica; DCC= dengue classica complicada; FHD= febre hemorragica
da dengue.

DISCUSSAO

Neste estudo foram utilizadas amostras seqiienciais de pacientes adultos, provenientes
de uma coorte bem caracterizada, com infeccdes primdria e secunddria pelo virus dengue
sorotipo 3, ndo contendo amostras com outros sorotipos. Além dessas amostras seqiienciais,
foram analisadas as primeiras amostras de 209 pacientes, também com infeccdo pelo virus
dengue pelo sorotipo 3. As determinacOes de viremia foram realizadas através da utilizagdo da
técnica de PCR em tempo real, o que garante maiores sensibilidade e precisdo nos resultados.
Estudos combinando estas caracteristicas sdo pouco citados.

Diversos estudos tém buscado identificar padrdes clinico-epidemioldgicos e
laboratoriais preditivos de gravidade da dengue, correlacionando-os com niveis de viremia
(ENDY et al. 2004; GUBLER et al, 1981; GUILLARDE et al; 2008;
LAOPRASOPWATTANA et al., 2005; LIBRATY et al.,, 2002; MURGUE et al., 2000;
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WANG et al., 2006). No entanto, os estudos sobre a cinética de viremia em pacientes com
diferentes formas clinicas de dengue sdo relativamente escassos, particularmente utilizando
métodos precisos de quantificacdo viral. A maioria desses estudos, que busca correlacionar
carga viral com a forma mais grave da doenca, foi realizada utilizando amostras coletadas de
criancas com infeccdes secunddrias, além de ter estudado mais de um sorotipo (ENDY et al.,
2004; GUILLARDE et al., 2008; LIBRATY et al., 2002; SUDIRO et al., 2001; VAUGHN et
al., 2000) e utilizado os mais diversos métodos de quantificacdo viral. Porém, sdao a base do
conhecimento que se tem, atualmente, sobre a patogénese da dengue, apresentando, contudo,
os mais diferentes resultados. Estas diferencas demonstram a complexidade em associar
niveis de circulag¢do de virus com o desenvolvimento de gravidade da doencga.

Este estudo apresenta algumas caracteristicas que favorecem uma andlise mais clara,
uma vez que foi realizado em uma coorte bastante homogénea, cujas amostras foram
coletadas em um periodo em que apenas o virus dengue sorotipo 3 estava circulando de forma
endémica, e com mais de cinco anos apos ter ocorrido as epidemias pelo DENV-1 e DENV-2.
Esta condicdo leva a reducdo de alguns fatores complicadores e permite estudar o
comportamento de infec¢des causadas pelo DENV-3 e um sé gendtipo (gendtipo India
Subcontinental) (CORDEIRO, 2008).

Neste estudo foi demonstrado que os niveis de viremia das infec¢des primdrias e
secundérias de dengue 3 sdo basicamente 0os mesmos, sugerindo que nesta coorte, a presenga
de anticorpos contra dengue 1 ou 2 ndo induziram necessariamente um maior nivel de viremia
ou alteragdes significantes na cinética da viremia. Isto sugere que a presenga de anticorpos
ndo neutralizantes ndo interfere indiscriminadamente nos niveis de viremia. Os niveis de
viremia foram maiores nas formas mais graves de dengue (FHD e DCC), em presenca de
plaquetopenia, que em D e DC, indicando que o nivel de viremia estd associado com a
sintomatologia e a presenca de plaquetopenia. Maiores niveis de viremia nas formas mais
graves da doenca foram observados por Libraty et al. (2002), estudando criancas com
infec¢des secunddrias por DENV-3; por Vaughn et al. (2000), em um estudo com criangas
infectadas por DENV-1 ou DENV-2; por Murgue et al. (2000), analisando amostras de
criangas infectadas por DENV-2 (forte associa¢do) ou DENV-1 (fraca associa¢do). Porém,
nao foram observados por Endy et al. (2004), que estudou criancas com infecgdes secundarias
por DENV-1, DENV-2 ou DENV-3 e por Gubler et al. (1981), que analisou infec¢des por
DENV-3. Sudiro et al. (2001), no entanto, encontrou maiores niveis de viremia em DC que

em FHD, ao estudar criangas com infec¢des secundarias por DENV-1 ou DENV-2.
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Semelhantemente ao achados das correlagdes da carga viral com gravidade da doencga,
diferentes achados tém sido relatados em relagcdo a duragdo da viremia. Vaughn et al. (2000) e
Gubler et al. (1981) nao encontrou correlagao. Mas, Murgue et al. (2000), Wang et al. (2006)
e Guillarde et al. (2008) observaram que a duracdo da viremia era maior em FHD, com
viremia detectada na fase de defervescéncia.

Quanto a correlagdo dos niveis de viremia com os tipos de infec¢do, a maioria dos
estudos tem sido realizada apenas utilizando amostras de pacientes com infecg¢des
secunddrias. Dentre os que analisaram os dois tipos de infeccao, Harris et al. (2000), Murgue
et al. (2000) e Guillarde et al. (2008) ndo encontraram associagdo. Ainda em relag¢do ao tipo
de infeccdo, Vaughn et al. (2000) observou que a viremia era mais prolongada em infec¢oes
primadrias. Correlacionando a gravidade da doenga com tipo de infeccao, Sudiro et al. (2001)
referiram a observa¢do de maior nimero de FHD em infec¢des secundérias. Enquanto que
Hammond et al. (2005), estudando uma populacdo de 3.173 casos suspeitos de dengue,
composta de criangas e adultos, identificaram infec¢des secundarias como fator de risco de
FHD em criangas, mas nao em adultos, sugerindo um padrao de doenca com carater diferente
entre adultos e criangas.

Na coorte da qual os pacientes aqui estudados fazem parte, ndo foi observada
diferenca entre a freqiiéncia de infecc@o primdria e secundéria, tanto para os casos de FHD,
como para os de DCC (CORDEIRO et al., 2007). Em um estudo incluindo os padrdes clinicos
dessa mesma coorte (BRITO, 2007), foi obsevado que a FHD foi mais prevalente entre
adultos do que em criancas. O padrdo de manisfestagdes clinicas foi semelhante entre as
diferentes faixas etdrias com dengue cldssica, mas com baixa prevaléncia de casos de FHD
entre a faixa pedidtrica quando comparada com adultos, o que indica um padrdao de doenca
com carater mais benigno entre as criangas infectadas pelo virus dengue sorotipo 3 em nossa
regido. Esses dados diferem do padrio epidemiolégico observado na Asia, onde circulam os
quatro sorotipos, e as formas mais graves da doenca tém sido observadas em criangas (ENDY
et al., 2002). De acordo com um estudo realizado em Cuba (GUZMAN et al., 2002), o risco
de uma crianca morrer durante uma infec¢do secundéria pelo virus dengue sorotipo 2 é
aproximadamente 15 vezes maior que o risco em adultos. Esses resultados demonstram que a
idade € uma importante varidvel nas infec¢des secunddrias, mas que outros fatores devem
estar envolvidos na patogénese da FHD. E possivel que com o surgimento de novas epidemias
e a entrada de mais um sorotipo (DENV-4), o padrao epidemioldgico atual da nossa regiao

seja modificado.
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Neste estudo também foi realizada a andlise de correlacdo da carga viral, formas
clinicas e tipo de infeccdo com os niveis de plaquetas, hematdcrito e transaminases. Os
valores mais baixos de plaquetas foram observados nas infec¢des primdrias, mas nao foi
observada correlagdo com a viremia. Associacdes entre niveis de plaquetas e tipo de infeccao
ndo tém sido freqiientemente citadas, apesar de trombocitopenia ser um achado constante nos
casos de FHD e muito comum em DC (SRICHAIKUL; NIMMANNITYA, 2000). Estudo
sobre os aspectos clinicos e epidemioldgicos da dengue no Recife (MONTENEGRO et al.,
2006) revelou diminuicdo de plaquetas, cerca de duas vezes em pacientes com sangramentos,
comparados com aqueles que ndo sangraram. No entanto, a intensidade de sangramento nao
tem apresentado correlacdo com os niveis de plaquetas. Foi demonstrado que apenas 15% dos
casos de choque (Grau IV) com plaquetopenia inferior a 50.000/mm’ apresentavam
sangramentos graves (SRICHAIKUL; NIMMANNITYA, 2000).

O percentual de hemoconcentragdo, avaliado através da determinacdo de hematdcrito,
ndo apresentou correlagdo com o nivel de carga viral, ao contrdrio do que foi observado por
Libraty et al. (2002), que estudou uma populacdo de criancas. A pequena variacdo do
hematdcrito entre as amostras analisadas durante este estudo, comumente observada em
adultos, demonstra a dificuldade em se utilizar esse parametro como critério para confirmagdo
e classificagdo dos casos suspeitos. Diante da necessidade de identificacdo de um valor basal
de hematdcrito para fechar o critério da Organizacdo Mundial da Saude (1987) quanto a
hemoconcentragdao (aumento de 20%), muitas vezes s6 se consegue fechar tal critério na fase
de convalescenca (BRITO, 2007; CORDEIRO, 2008). Tem sido proposto que
hemoconcentracdo isoladamente ndo seja apropriada para definicdo de alteragdes de
permeabilidade capilar, uma vez que o aumento de hematdcrito pode ser mascarado em
determinadas situa¢des, como administracdo precoce de fluidos intravenosos e quando ha
perda excessiva de sangue devido a hemorragias (BANDYOPADHYAY; LUM; KROEGER,
2006).

Existem, atualmente, varios questionamentos sobre os critérios utilizados pela OMS
para definicdo e classificagdo dos casos de FHD, sugerindo reavaliacio dos mesmos,
principalmente em relacdo a utilizagdo da hemoconcentracao para demonstracao de alteracdes
de permeabilidade, que considerem variacoes geograficas e de faixa etdria
(BANDYOPADHYAY; LUM; KROEGER, 2006; BALMASEDA et al.; 2005; RIGAU-
PEREZ, 2006).

Os niveis de transaminases tém sido avaliados para o estudo do impacto da dengue

sobre a fungdo hepatica. Nesse estudo, maiores niveis de transaminase glutamico oxalacética
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foram encontrados nos oito primeiros dias da doenca. Resultados semelhantes foram
observados por Souza et al. (2007) e Kuo et al. (1992).

Os niveis de TGO nio correlacionaram com a carga viral, porém foram mais elevados
em infec¢des secunddrias e na forma mais grave da doenca avaliada (DCC). Em relagdo as
formas clinicas avaliadas, os niveis de TGP foram mais elevados na primeira semana de inicio
dos sintomas na DCC, permanecendo elevadas por mais tempo que a TGO. A partir da
primeira semana, ndo houve diferenca significativa entre as formas clinicas e os valores de
TGP. Libraty et al. (2002) também ndo encontraram associacdo entre os niveis de
transaminases € carga viral, mas observaram maior elevacdo de TGO em relagao a TGP.
Entretanto, estes autores ndo estudaram a correlacdo dessas enzimas com as formas clinicas e
realizaram o estudo apenas com amostras de pacientes com infec¢des secunddrias. Em um
estudo realizado por Kalayanarooj et al. (1997), foram encontrados niveis mais elevados de
TGO em criangas com FHD que naquelas com DC, sendo esse achado sugerido como valor
preditivo negativo para FHD. Wichmann et al. (2007) observaram niveis medianos de TGO e
TGP mais elevados em pacientes com sangramentos espontaneos e outras manifestacoes
graves.

A alteracdo da funcdo hepatica tem sido atribuida principalmente ao efeito direto do
virus dengue sobre esse Orgdo. Entretanto, uma resposta imunoldgica desregulada do
hospedeiro contra o virus pode ter um papel importante (SENEVIRATNE; MALAVIGE,;
SILVA, 2006). O achado de maiores niveis de transaminases nas formas mais graves da
doenca e em infeccdes secunddrias sem, no entanto, correlacionar com a viremia, pode ajudar
na compreensao do processo imunopatolégico da infecgao.

As diferentes manifestacdoes de DC, FHD e SCD podem ser causadas por variantes do
virus dengue. Diferencas estruturais tém também sido encontradas em virus isolados de
pacientes com DC e FHD (LEI et al., 2001). Em geral, genotipos asidticos parecem ser mais
virulentos do que aqueles encontrados inicialmente nas Américas e Pacifico Sul (CLYDE,;
KYLE; HARRIS, 2006). Além disso, o padrdo clinico-epidemiolégico da dengue nas
Américas tem apresentado comportamento diferente do observado na Asia, onde as formas
graves da doenca t€m sido freqiientemente descritas em criangas (BRITO, 2007). Isto pode ser
explicado pelo fato da maioria dos paises das Américas ndo ter ainda os quatro sorotipos
circulando concorrentemente como na Asia, havendo ainda adolescentes e adultos
susceptiveis a novos sorotipos.

A patogénese da dengue € um processo multifatorial e excecdes freqiientemente

ocorrem (ENDY et al., 2004). A epidemiologia da dengue tem variado de pais para pais e
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possivelmente de acordo com o sorotipo e a cepa do virus, o que salienta a necessidade de se
estudar as caracteristicas epidémicas em diferentes regides (HARRIS et al., 2000). Além
disso, fatores virais e do hospedeiro parecem operar de maneira desigual em diferentes
regides do mundo e entre populagdes geneticamente diferentes.

Outros mecanismos de patogénese, independentes da ocorréncia de infecgdes
secunddrias, devem estar envolvidos na gravidade da dengue. Para entender esses mecanismos
devem ser realizados estudos de fatores virais e interagdes virus-vetor e virus-hospedeiro
(MURGUE et al., 2000). As evidéncias sugerem que ambos os fatores, virais e imunes do
hospedeiro estdo envolvidos na patogénese da gravidade da dengue. Infelizmente, o papel de
cada um deles ndo é completamente entendido e a falta de um modelo animal tem dificultado
os estudos nessa area. Como conseqiiéncia, estudos como este aqui descrito, podem servir de
base para investigagdes de correlagdes com fatores genéticos e imunoldgicos, que ja vém

sendo desenvolvidas pelo nosso grupo.
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