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RESUMO:

Desde a introducdo do dengue sorotipo 2 (DENV-2) em 1990, o estado do Rio de
Janeiro registrou mais duas epidemias associadas a este sorotipo em 1998 e 2008
respectivamente. A epidemia de 2008 foi considerada a de maior magnitude ndo apenas em
numero de casos notificados, como também em nimero de casos graves e fatais. Durante essa
epidemia, o nimero de casos reportados em todo o pais foi de 806.036, ultrapassando em
namero de casos da epidemia de dengue 3 (DENV-3), até entdo considerada a maior ja
registrada no pais. A andlise filogenética das cepas de DENV-2 isoladas no Rio de Janeiro
durante as epidemias de 1990, 1998 e 2008, demonstrou que apesar de pertencerem a0 mesmo
genoétipo (Americano/Asiatico), os virus isolados em 2008 sdo geneticamente distintos e,
agrupados em uma linhagem distinta classificada como linhagem 11, dos virus de 1990 e 1998
pertencentes a linhagem 1. Considerando-se que a epidemia de 2008 foi a mais grave ja
descrita no Brasil em nimero de casos e 0bitos, o objetivo principal desse estudo € investigar
se esta nova linhagem pode ter contribuido para este perfil patogénico. Para tal, utilizando o
PCR em tempo real quantificamos a viremia produzida pelas duas linhagens a partir de
amostras de soros agudos de 102 casos de DENV-2, confirmados por Isolamento viral e/ou
RT-PCR e, selecionados de acordo com o periodo de circulacdo de cada linhagem. A
quantificacdo do RNA viral foi realizada de acordo com o protocolo descrito Poersch, 2005.
A carga viral obtida nas amostras correspondentes as duas linhagens foi correlacionada com a
gravidade da doenca utilizando-se como critério a classificacdo clinica de casos de dengue
segundo a OMS, com a idade, sexo, dias de doenca e tipo de infeccdo (primaria ou
secundaria). Os titulos da carga viral da linhagem Il foram mais elevados do que os da
linhagem 1 (p=0,001). A viremia foi mais elevada nas amostras da linhagem II, com
significancia quando correlacionada com a forma grave da doenca (p=0,001). Este estudo
demonstrou que o virus é um fator importante na complexa dindmica da gravidade da doenca.
O fato de ndo encontramos associacao entre tipo de infeccdo, idade, sexo e dias de doenca
com gravidade e carga viral durante o periodo em que circulou apenas a linhagem I, confirma
a nossa hipdtese de que a linhagem 11 era mais virulenta e foi um fator importante para a

gravidade dos casos ocorridos na epidemia de 2008.

Palavras Chave: Dengue tipo 2; Viremia; Re-emergéncia de DENV-2; Nova Linhagem

XXI



ABSTRACT:

Since the introduction of dengue serotype 2 (DENV-2) in 1990, two additional epidemics
associated with this serotype occurred in 1998 and 2008 respectively. The epidemic of 2008
was considered to be of greater magnitude not only in number of reported cases, but also in
number of severe and fatal cases. During this epidemic, the number of reported cases in
country was 806,036, exceeding the number of DENV-3 cases reported in the 2002 epidemic,
hitherto considered the largest ever recorded in the country. Phylogenetic analysis of DENV-2
strains isolated during the epidemics of 1990, 1998 and 2008 in the state of Rio de Janeiro,
showed that despite belonging to the same genotype (American / Asian), the viruses isolated
in 2008 are genetically distinct and grouped into a distinct lineage of viruses from 1990 and
1998. Considering that the epidemic of 2008 was the most severe reported in Brazil in
number of cases and deaths, the main objective of this study was to investigate whether this
new strain may have contributed to this severity observed in cases occurred during the 2008
epidemic. To this end, using real time PCR the viral load produced by the two lineages was
quantified in sera of 102 DENV-2 cases previously confirmed by virus isolation and/or RT-
PCR selected according the period of lineages circulation. The viral RNA quantification was
performed according to the protocol described by Poersch (2005). The viral load obtained in
samples corresponding to the two lineages was correlated with disease severity following
WHO clinical classification criteria, with age, gender, immunological status (primary and
secondary dengue infection) and day of illness. The viral load observed in lineage Il were
higher than those from lineage | (p = 0.001). Higher viraemia was observed in severe cases
from lineage Il when those were compared to those cases from lineage | (p = 0.001). This
study demonstrated that the virus is an important factor in the complex dynamic of the
disease severity and the fact thatwe found no association between type of infection,
age, gender and day of disease severity suggests that the lineage Il was more virulent

and was an important factor in the severity of cases occurred in 2008 epidemic.

Keywords: Dengue type 2 viraemia; Re-emergence of DENV-2, New Lineage
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1. INTRODUCAO

1.1. HISTORICO

Os primeiros relatos de uma doenca clinicamente compativel com a dengue foram
descritos na Enciclopédia Médica Chinesa entre 265-420 d.C., na Dinastia Chin. A doenca
descrita como “Veneno da Agua”, era associada com o voo de insetos sob a agua. (Gubler,
1997; Guzman et al., 2010). Cerca de 2000 anos depois, 0s primeiros surtos desta mesma
enfermedade  foram descritos nas indias Ocidentais e no Panama em 1635 e 1699,
respectivamente. Em 1779 e 1780, epidemias simultaneas foram relatadas em trés continetes
(Asia, Africa e América do Norte), portanto, é provavel que a dengue ja apresentasse uma
ampla distribuicdo geografica antes do século XVIII, quando grandes epidemias ocorreram
por todo o0 mundo.

A dengue foi considerada por muito tempo uma doenca benigna, com grandes
epidemias que aconteciam em intervalos de 10 a 40 anos (Mscherry, 1982; Gubler e Clark,
1995; Guzman et al., 2010), mas o termo dengue foi introduzido na Literatura Inglesa entre
1827- 1828, pela Rainha da Espanha, durante uma epidemia caracterizada por exantema e
artralgia. A palavra dengue vem da expressdo “Ki-Dinga pepo” que significa uma caimbra
repentina causada por um espirito mau. Antes varios nomes foram dados tais como
“Knokkelkoorts” em Jarcata (1779), em 1789, Benjamin Rush relatou o primeiro caso
definitivo da doenca que denominou como "febre quebra-o0ssos", posteriormente foi utilizado
o termo dunga numa epidemia em Cuba, 1827, que logo foi substituido por dengue (Gubler,
1997; Halstead, 1980).

1.2. VIRUS DENGUE

1.2.1. Classificacédo, Morfologia e Propriedades Fisico-Quimicas

Os virus dengue (DENVSs) sdo arbovirus, “virus transmitido por artrépodes”,
pertencentes a familia Flaviviridae e ao género Flavivirus, e sdo representados por quatro
sorotipos antigénicamente distintos (DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4) (Calisher,
1989). Sdo mantidos na natureza por um ciclo de transmissdo que envolve hospedeiros
vertebrados e mosquitos hematofagos do género Aedes, sendo 0 homem, o Unico hospedeiro

capaz de desenvolver as formas clinicas da infeccéo.



O género Flavivirus possue mais de 70 virus divididos em oito grupos
sorologicamente relacionados, destes, 40 s@o patogénicos ao homem (Bollati et al.,2010).
Sendo os DENVs responsaveis pelas maiores taxas de doenga e mortalidade dentre todos os
membros desse género (Mukhopadhyay et al.,2005).

Os DENVs sédo esféricos, envelopados e possuem aproximadamente 50 nm em
didmetro. Virions maduros contém 3 proteinas estruturais: Proteina do Capsideo ou Core (C),
membrana (M) e envelope (E). A proteina C possui 1lkDa (Kilodaltons) com 100
aminoéacidos, que encapsula o RNA, que apresenta uma unica fita com polaridade positiva
(ssRNA), formando o nucleocapsideo. Este nucleocapsideo, que tem simetria icosaédrica, €
envolto por lipideos derivados da célula hospedeira, no qual estdo ancorados as proteinas de
membrana (M) e do envelope (E). A proteina M, cerca de 8kDa com 75 aminoéacidos, é um
fragmento obtido da proteolise da proteina pré menbrana (prM). Ja a proteina E, além de ser a
mais abundante com 53kDa e 595 aminoacidos, possui 3 dominios estruturais, que sdo
responsaveis pela neutralizacdo, fusdo e interacdo com receptores da célula hospedeira
(Ligon, 2005; Rodenhuis-Zybert et al.,2010). A proteina E tem um importante papel na
viruléncia viral (Wengler, Nowak e Wann, 1987) e ¢é o alvo dominante das respostas humorais
contra o DENV (Clyde et al.,2006) (Figura 1.1).

prM/E Bicamada
Lipidica

Figura 1.1: Micrografia eletrdnica e 3D da particula viral dos DENVs (adaptado de Yu et al.,
2009).

Os Flavivirus possuem densidade de flutuacdo de 1,22-1,24 g/cm em Cloreto de Césio
e 1,18-1,20 g/cm em Sacarose. Os DENVs possuem 175-218S de coeficiente de sedimentacéo
em Sacarose. Os virus sdo inativados a 50°C com infectividade decrescendo 50% a cada 10
minutos. S&o sensiveis a inativacdo por raios ultravioletas, detergentes i6nicos e ndo i6nicos e
digestdo por tripsina. A infectividade dos DENV é mais estavel em pH 7 a 9 e mantendo-se

por 5 anos a —70°C ou liofilizado conservado a 4°C (Brinton, 1986)



1.2.2. Estrutura do Genoma

O genoma dos DENVSs consiste huma Unica fita de leitura aberta (ORF) de RNA, com
uma extensdo de 11.000 nucleotideos de polaridade positivo, com “cap”. Este RNA ¢é
flanqueado por 2 regibes ndo codificantes (NCs) de 96 e ~450 nucleotideos, respectivamente
NC 5 e NC 3°. A tradugdo da ORF, produz uma poliproteina que ¢ clivada por peptidases
celulares, furinas, e proteases viral, serina, durante e ap0s a traducdo, produzindo 10 proteinas
virais, destas, 3 sdo estruturais: Capsideo (C), Membrana (prM, processada em M) e Envelope
(E); e 7 ndo-estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B E NS5) (Bollati 2010,
Vaselaski et al.,2011), ilustrado na figura 1.2.

SUTR JUTR
CAP Estrutural Nio Estrutural

inald Parada de 5 .
ina < e s TransferénciaUD°m'“'° de ﬂ Membrana I NS2B/NS3 Sinal Furina ! Desconhecidd
equéncia § . Sequéncia Transmenbrand | Associada ' Citoplasmatica (RE) (Limen RE) ' (Limen RE)

Figura 1.2: (A) Diagrama esquematico do genoma e da (B) poliproteina dos DENV
(adaptado de Perera & Kuhn, 2008).

Entre as proteinas ndo estruturais, NS1é dimérica, que existe sob as formas
intracelular e extracelular. A funcdo da NS1 na infeccdo pelo DENV ainda nédo é totalmente
conhecida. A detecgdo de anticorpos anti-NS1 € muito utilizada como ferramenta para o
diagndstico precoce da doenca (Lima et al.,2010, Weaver e Vasilakis, 2009).

A NS2A, e uma proteina de 22kDa envolvidos no empacotamento e replicagdo do RNA

(Khromykh et al., 2001) e, possivelmente, antagonista de interferon (Jones et al.,2005). NS2b,



é uma proteina de membrana associada a proteina NS3, formando um complexo que serve
como um co-fator na ativacgao estrutural do DENV (Erbel et al.,2006, Leung et al.,2001).

A NS3, é uma proteina de 70 kDa multifuncional como tripsina, helicase e enzima RNA
trifosfatase e estd envolvida no processamento da poliproteina viral, bem como na replicacédo
do RNA (Gorbalenya et al., 1989, Li et al.,1999).

NS4A e NS4B, séo pequenas proteinas hidrofébicas de 16 e 27 kDa, respectivamente, esta
ultima funciona como um inibidor de sinalizacdo de interferon (Jones et al.,2005, Munoz-
Jordan et al.,2003) . Evidéncias recentes demonstraram a associa¢do da NS4B com DENV
silvestres, o que sugere um possivel papel na distincdo dos genotipos endémicos de DENV
silvestre (Vasilakis et al.,2007).

A NS5 ¢ altamente conservada entre os Flavivirus, € uma proteina multifuncional com
atividades de metiltransferase e de RNA polimerase dependente de RNA (Lindenbach e Rice,
1999).

1.2.3. Diversidade Genética

Os DENV apresentam alta variabilidade genética devido a falta do mecanismo de
correcdo da RNA polimerase viral durante a replicacdo, as rapidas taxas de replicacdo, ao
grande tamanho populacional e pressdo frente a reposta imunoldgica do hospedeiro (Homes e
Twiddy et al.,2003).

Baseado nesas diferencas genéticas, inicialmente detectadas por fingerprinting e agora
pela técnica de sequenciamento do genoma viral, os sorotipos dos DENV séo agrupados em
diferentes gendtipos, que sdo caracterizados por regides onde foram encontrados (Trent et al.,
1983; Rico-Hesse 1990; Deubel, 1992; Lanciotti et al., 1994; Lanciotti et al., 1997)

Até 2009 era utilizada a classificacdo dada por Rico-Hesse (2003), realizada atraves
do sequenciamento da regido do gene E dos DENVs, que considerou cinco genotipos para
DENV-1, quatro para DENV-2 e DENV-3 e trés gendtipos para DENV-4. (Tabela 1.1).

Tabela 1.1: Classificacdo genotipica dos DENV baseada na andlise filogenética do

sequenciamento do gene que codifica a proteina E, de acordo com Rico-Hesse (2003).

Sorotipo Genotipos

Asia
Tailandia
DENV-1 Pacifico Sul
Américas/Africa

Malasia




DENV-2

Malasia/Subcontinente Indiano
Sudeste Asiatico
Ameéricas
Oeste Africano

DENV-3

Sudeste Asiatico/Pacifico Sul
Tailandia
Subcontinente Indiano
Américas

DENV-4

Indonesia
Sudeste Asiatico
Malasia

Atualmente uma revisao de Weaver e Vasilakis (2009) descreve cinco genotipos para

DENV-1, seis para DENV-2, cinco para DENV-3 e quatro genotipos para DENV-4 (Tabela

1.2).

Tabela 1.2: Classificacdo genotipica dos DENV baseada na analise filogenética do

sequenciamento do gene que codifica para a proteina E, de acordo com Weaver e Vasilakis

(2009).
Sorotipo Genotipos Distribui¢do geogréfica
I Sudeste Asiatico, China, Leste da Africa
Il Tailandia (1950-1960)
DENV-1 I Malasia (cepas selvagens)
v IIhas do Oeste do Pacifico e Australia
Vv Américas, Oeste da Africa Africano, Asia
Asidtico | Malésia e Tailandia
Asidatico 1l Vietnd, da China, Taiwan, Sri Lanka e Filipinas
Cosmopolita Australia, Leste e Oeste Africano, Ilhas dos oceanos Pacifico e indico,
DENV-2 Subcontinente Indiano e Oriente Médio
Americano América Latina, Caribe (1950-1960),
Sudeste Asiatico/Americano Tailandia, Vietnd, Américas (Gltimos 20 anos)
Selvagem Oeste Africano e Sudeste Asiatico
I Indonésia, Maldsia, Filipinas e Sul da llhas do Pacifico
] Tailandia, Vietnd e Bangladesh
DENV-3 Il Sri Lanka, India, Africa, Samoa, Tailandia (1962)
v Porto Rico, Américas Latina e Central, Taiti (1965)
\Y/ Filipinas (1956), Japdo (1973), China (1980) América do Sul (2002-2004)
I Tailandia, Filipinas, Sri Lanka e Jap&o
DENV-4 Il Indonésia, Malasia, Taiti, Caribe e Américas
Il Tailandia (cepas recentes)
v Malésia (cepas selvagens)

Ainda, ndo ha um consenso na utilizagdo das diferentes classificacbes descritas para 0s

genotipos de DENV. A utilizagdo da analise filogenética com base parcial e/ou sequéncias

genbmicas completas tem elucidado as origens, epidemiologia (diversidade genética,

dindmica de transmissdo e potencial de epidemia), e as forcas que moldam a evolucdo



molecular de DENV (as taxas de evolucdo, as pressdes de selecdo, tamanho da populacéo,
recombinacéo e limitagdes evolutivas) na natureza (Weaver e Vasilakis, 2009).

Anélises de sequéncias do gene E de isolados brasilieiros de DENV-1, de amostras
obtidas durante 2009/2010, demonstrou que estas ainda pertencem ao gendétipo V, mas
agrupam em clades distintas (linhagem 1I), isolados anteriores de 2000/2001 agrupam na
linhagem I, ja isolados de 2011 se agrupam em clades distintas das anteriores (linhagem 1)
(Dos Santos et al.,2011).

Recentemente, a anélise filogenética das cepas de DENV-2 isoladas, no Rio de
Janeiro, na epidemia de 2008 demonstrou que, apesar destes virus ainda pertencerem ao
mesmo genotipo, porém de linhagens distintas, estas se agruparam formando um grupo
monofilético distinto (Oliveira et al., 2010). Esta re-emergéncia causou a mais grave epidemia
de dengue registrada no pais até entdo, com um maior nimero de hospitalizagdes e ocorréncia
de 6bitos em criangas e adultos (SVS, 2009).

Inicialmente os DENV-3 foram agrupados em cinco gendtipos baseados na técnica de
“fingerprinting” (Trent et al., 1990), mas analises subsequentes baseadas nas sequiéncias dos
genes prM/M/E (Lanciotti et al., 1994) e pelo sequenciamento completo do gene E (Rico-
Hesse 2003) e do genoma viral completo (Chao et al., 2005) caracterizaram quatro genétipos
distintos para este sorotipo. Atualmente, o DENV-3 esta classificado em cinco gendtipos
(Aradjo et al., 2009a; Weaver e Vasilakis 2009).

Para os DENV-4, foram caracterizados quatro genétipos distintos baseados na analise
da seqliéncia do gene E (Lanciotti et al., 1997, AbuBakar et al., 2002, Foster et al., 2003) ou
no sequenciamento completo do genoma viral (Klungthong et al., 2004): (a) Genotipo |
representados por cepas da Tailandia, Filipinas, Sri Lanka, casos importados do Japdo, China
e mais recentemente as cepas isoladas no Brasil; (b)Genotipo Il representado pelas cepas do
Sudeste da Asia, China, llhas do Pacifico, Australia, Caribe e Américas; (c) Gendtipo IlI,
representados por cepas recentes da Tailandia que eram diferentes das demais (Klungthong et
al., 2004) e (d) Gendtipo IV, representado pelas cepas selvagens da Malasia (Weaver e
Vasilakis 2009).



1.2.4. Replicacéo

Apo6s 0 repasto sanguineo de um hospedeiro infectado, 0 mosquito esta apto a
transmitir o virus apds 8-12 dias de incubacdo extrinseca (Gubler et al., 1997). Com a
inoculacdo do virus na intradérme ocorre a replicacdo do mesmo. As primeiras células a
serem infectadas sdo as células de Langerhans, céluas dendriticas presentes na pele (Wu et
al.,2000).

Existem estudos apontando as seguintes células alvos dos DENVs: Mondcitos,
Linfocitos B de sangue periférico, Macrofagos do baco, bem como figado, pulmao, cérebro,
rim, medula 6ssea e coracdo (Clyde et al.,2006; Jessie et al.,2004; Araujo et al., 2009b).

O processo de interacdo virus célula tem inicio com a ligacdo da proteina E dos
DENVs a receptores de superficie celulares. Ja foram propostos diferentes receptores como
sulfato de Heparan (Chen et al.,2005; Germi et al.,2002; Hilgard e Stockert 2000; Lin et
al.,2002), Hsp70 e Hsp90 (Valle et al.,2005), GRP78/BiP (Jindadamrongwech, Thepparit e
Smith,, 2004), CD14 (Chen et al.,1999), ICAM-3 (Lozach et al.,2005) e o melhor
caracterizado é o receptor DC-SIGN (Cyde et al.,2006). Apo6s a ligacdo a proteina E no
receptor celular, o virus penetra na célula via fusdo dependente de pH, onde ocorre a
acidificacdo do meio, com pH em torno de 6,0 a 6,2, expondo o dominio I1l, associado a fusdo
do envelope com a vesicula endocitica, levando a liberagdo do nucleocapsideo no citoplasma
celular. O genoma viral serve como RNA mensageiro, sendo traduzido por ribossomos
celulares, gerando uma poliproteina, onde o processamento desta é realizada por proteases da
célula hospedeira, que residem no limen do RE, e pela proteina NS3 viral com seu co-factor
NS2B, que residem no citoplasma, levando a producdo de trés proteinas estruturais e sete
proteinas ndo estruturais (Tomlinson, Malmstrom e Watowich, 2009; Perera e Kuhn, 2008;
Clyde et al.,2006;) (Figura 1.3.).
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Figura 1.3: Esquema da Replicacdo viral. (A) Diagrama da poliproteinas, com representacdo

das proteinas estruturais e ndo estruturais. (B) Visao geral do ciclo de replicacdo do DENV,
com destaque para proteinas, que regulam cada fase da replicacdo (adaptado de Tomlinson,
Malmstrom e Watowich, 2009).

A NS5, juntamente com outras proteinas virais e celulares associadas as membranas
perinucleares, catalisa a replicacdo do RNA. Um RNA de polaridade negativa é produzido
para servir como molde na sintese de RNAs genémico, de polaridade positiva. Os RNAs
gendmicos sdo envolvidos pelas proteinas estruturais como parte do processo de montagem
das particulas, no reticulo endoplasmatico (Clyde et al.,2006; Tomlinson, Malmstrom e
Watowich, 2009)

O RNA recém-sintetizado é empacotado pela proteina C para formar uma
nucleocapside. Neste mesmo momento as proteinas prM e E formam heterodimeros e séo
orientadas para dentro do Iimen do reticulo endoplasmatico, estes induzem brotamento viral.
Particulas imaturas formadas viajam através de rede trans-Golgi, com pH ligeiramente &cido
(5,8-6,0), provocando a dissociacdo da prM/E heterodimeros, esta reorganizacdo estrutural
das glicoproteinas permite que a protease celular, furina, clive a prM. A furina cliva uma Arg-
X-(Lys/Arg)-Arg, sequéncia de reconhecimento que conduz a geracdo da proteina M e
maturacdo do virion (Rodenhuis-Zybert et al., 2010; Perera e Kuhn, 2008). A maturagdo dos

virions ocorre em membranas intracelulares no aparelho de Golgi, onde as particulas virais
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maduras sdo liberadas da célula pelo processo de exocitose (Clyde et al.,2006; Tomlinson,
Malmstrom e Watowich, 2009).

1.2.5. Transmissao

Ap0s a descoberta da transmissao da febre amarela por mosquitos, Graham em 1903,
foi o primeiro a publicar que a transmissdo dos virus dengue (DENVS) se dava através de
mosquitos. Baseado nesta hipotese, Bancroft em 1906, apos colocar mosquitos Aedes aegypti
(Ae aegypti), alimentados com sangue de pacientes com dengue, em contato com voluntarios
saudaveis, por um periodo de incubacdo de 10 dias, pode concluir que a transmissdo do
dengue era pelo mosquito Ae aegypti, (Gubler, 1997).

O primeiro experimento que demonstrou a presenca de um virus infectante na
circulacdo sanguinea foi em 1907, onde Ashburn e Craid ap6s descartarem a hipotese de uma
infeccdo por bactérias e/ou protozoarios, observaram que a doenga era causada por um
organismo filtravel e de tamanho ultramicroscépico (Ashburn e Craid 1907 apud Gubler
2004). O primeiro virus dengue foi isolado em 1943 durante a Segunda Guerra Mundial, por
Hotta e Kimura, inoculando soro de soldados japoneses com suspeita de dengue em
camundongos lactentes. Posteriormente esse virus foi identificado como sorotipo 1 (cepa
Mochizuki). Em 1944, Sabin e colaboradores isolaram DENV-1 e DENV-2, de soldados
americanos, na India, Nova Guiné e Havai. Os virus isolados do Havai foram chamados de
DENV-1 (protétipo Haw-DEN-1), os isolados de Nova Guiné por serem antigenicamente
distintos foram classificados como DENV-2 (prot6tipo NG C-DEN-2) (Gubler, 1997)

A Segunda Guerra Mundial causou mudancas ecoldgicas e demografiocas
significativas que facilitaram a transmissdo e disseminacdo da dengue na regido da Asia-
Pacifico, incluindo alta mobilidade de civis e soldados e aumento do nimero de individuos
suscetiveis em areas endémicas. Os sorotipos 3 (cepa H87) e 4 (cepa H241) foram isolados
por Hammon e colaboradores em 1956, durante epidemia nas Filipinas. (Gubler, 1997;
Guzma et al., 2010).

1.3. VETOR

O Ae aegypti é uma espécie oriunda do continente africano, e esta distribuido em areas
tropicais e subtopicais do mundo. Provavelmente foi introduzido no Novo Mundo através do
trafico de escravos. E uma espécie doméstica, que se reproduz, preferencialmente, em agua

estagnada e limpa, acumulada em recipientes geralmente fabricados pelo homem, como



pneus, vasos de plantas, latas, cisternas, entre outros (Rigau-Perez et al., 1998). As fémeas
desse mosquito sdo as responsaveis pela transmissdo e dispersdo de varios sorotipos e um
unico mosquito, se infectado, pode infectar varias pessoas (Gubler, 1997).

O mosquito se infecta ao ingerir sangue de um individuo durante o periodo de viremia
(cerca de 5 dias) e pode transmitir a doencga para um individuo susceptivel depois de um
periodo de incubagdo extrinseca de 8 a 12 dias, figura 1.4. Uma vez infectado, o mosquito
transmite o virus pelo resto de sua vida (em media 45 dias). As fémeas infectadas também
podem passar 0Ss virus a proxima geracdo de mosquitos por meio da transmissao
transovariana, mas isso ocorre com pouca freqiéncia e provavelmente ndo contribui

significativamente com a transmissdo humana (Rigau-Perez et al.,1998).
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Periodo Periodo
l “de | de

—
incubacao incubacao
Viremia extrinseca intrinseca
v
0 k 5 af 12 16 20 2§
Dias k aj
- Doeng Doeng

Humano 2

Figura 1.4: Periodo de infeccdo extrinseco e intrinseco dos DENV (adaptado de CDC, 2002).

O homem € principal hospedeiro multiplicador do virus, apesar de alguns estudos
demonstrarem que os macacos de algumas partes do mundo podem ser infectados e talvez

sirvam de fonte de virus para os mosquitos (Whitehead, 2007), (Figura 1.5).
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Figura 1.5: Ciclos de transmissdo dos DENV (adaptado de Whitehead, 2007).
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O Ae. aegypti foi declarado erradicado no territorio brasileiro por duas vezes. A
primeira, em 1958, voltando em menos de uma década, em 1967, no Para, e em outros 23
municipios do Estado. Dois anos depois foi detectada a presenca do Ae. aegypti no Maranhao.
Em 1973, com a eliminacdo do ultimo foco de Ae. aegypti no Para, o vetor foi considerado
erradicado do Brasil pela segunda vez. A reintroducdo foi registrada em 1976 na Bahia
(FUNASA, 2001). Em 1977, foi encontrado no Rio de Janeiro e Santos; em 1979, em Natal, e
em 1981, no Parand. Durante esses anos, as medidas de controle eram esporadicas e isoladas
(Rebélo et al, 1999). O rapido crescimento e urbanizacao das populacdes nas areas tropicais,
sem infraestrutura basica de saneamento, ampliaram a faixa de ocorréncia do dengue, em

razdo da difusdo do Ae. Aegypti em areas antes livres da doenca (Rebélo et al.,1999).

1.4. EPIDEMIOLOGIA

A dengue é hoje uma das mais importantes doencas infecciosas do mundo em termos
de morbidade e mortalidade. A doenca é endémica em mais de 60 paises e estima-se que 0
virus dengue (DENV) causa anualmente de 50-100 milhGes de casos de doenca febril aguda,
figura 1.5 (Halstead, 2007; OMS, 2002).
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Figura 1.6: Média anual de paises que notificaram casos de dengue no mundo, de 1955-2007
(adaptado de OMS, 2012).

A doenca representa um serio problema de saude publica pela crescente incidéncia
global e distribuicdo geografica, estando presente em quase todas as regides tropicais e
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subtropicais do mundo, com uma intensa transi¢do de ciclo de transmissdo de epidémico para
endémico.

Parametros ambientais, como temperatura e precipitacdo, afetam a demografia e o
comportamento do seu vetor, o Ae. aegypti. Além do clima, o aumento desordenado da
populacéo global, as viagens internacionais, pobreza e a falta de programas sustentaveis, em
varios niveis, sdo consideraveis fatores de suma importancia para entender a grande

disseminacédo da doenca em t&o pouco tempo, figura 1.6 (Guzman et al, 2010).

Dengue, Paises ou Aéreas de Risco, 2010

¢ Janeiro

i\ - Julho

Figura 1.7: Paises ou Areas de Risco de infeccdo por DENV. A linha de contorno de
Janeiro e Julho, isotérmicas, indicam aéreas em risco, definida pelos limites geogréaficos dos
hemisférios norte e sul, encontrado a presenca do Aedes aegypti, o vetor principal do virus da

dengue (adaptado de OMS, 2010).

Estima-se que atualmente mais de 3.5 bilhGes de pessoas, ou seja, aproximadamente

55% da populagdo mundial, vivem em &reas de risco para dengue (Beaty et al., 2007).
1.4.1. Dengue nas Américas

Desde 1896 que existem registros de epidemias de dengue no continente americano,
ocorrendo em intervalos irregulares nos Estados Unidos (EUA) e em paises do Caribe, mas o
sorotipo ndo era conhecido.

Em 1953, foram isoladas as primeiras amostras de DENV-2 em Trinidade em 1963 em
Porto Rico foi isolado pela primeira vez 0 DENV-3, nas Américas (Gubler et al., 1997).

Durante as décadas de 60 e 70, epidemias de dengue eram raras devido a erradicacao

do Ae. aegypti . Com a descontinuidade do programa de erradicagdo no inicio dos anos 70, re-
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infestacdo e disseminacao do vetor foi inevitavel, conforme mostra a figura 1.7 (Gubler et al.,
1997; Anderson et al., 1956).

Figura 1.8: Distribuicdo dos Ae. aegypti nas Américas: 1930, 1970 e 2001 (adaptado de
Gubler, 2002).

O DENV-1 foi introduzido na Jamaica, em 1977, causando uma Pandemia que se
expandiu para todas as llhas do Caribe, paises das Américas Central e Sul, causando
epidemias principalmente nas Guianas e Venezuela. No periodo de 1977 até 1980, foram
notificados mais de 702.000 casos da doenca, praticamente todos estes causados pelo DENV-
1 (PAHO,1989).

Em 1981, o DENV-4, foi introduzido nas llhas do Caribe (Gubler et al., 1997),
durante este ano ocorreu a primeira epidemia de Febre Hemorragica do Dengue (FHD) em
Cuba, com a introducdo de uma nova variante do DENV-2, posteriormente classificado com o
gendtipo Asiatico. Foram notificados cerca de 344.000 casos com aproximadamente 116.000
internacdes e 158 oObitos (Kouri et al., 1986; Gubler, 2006), 98-99% foram infec¢des do tipo
secundéria (Guzman et al., 2010).

No periodo de 1989, ocorreu na Venezuela a segunda maior epidemia de FHD/SCD
(Sindrome do Choque por Dengue) das Américas, com cerca de 20 mil casos onde co-
circularam os DENV-1, DENV-2 e DENV-4 (Malavige et al., 2004).

No ano de 1994, o DENV-3 foi re-introduzido na Nicaradgua e Panama e, em 1995, no
México (PAHO,1997). Esta variante de DENV-3 mostrou-se geneticamente distinta daquela
que anteriormente circulava nas Américas (genotipo V) e foi caracterizada como genétipo il
(Lanciotti et al, 1994; Anonymus, 1995). Este genotipo foi associado a ocorréncia de

epidemias de FHD/SCD no Sri Lanka e india e casos de FHD no México e paises da América
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Central (Gubler et al., 1997). Nos anos seguintes, 0 DENV-3 foi detectado em outros paises

do continente, chegando & Ameérica do Sul (Pinheiro e Corber,1997; Rigau-Perez et al, 2002).

Até a 50° semana epidemioldgica de 2011, foram registrados 1.034.064 casos de
dengue, 18.321 de FHD/SCD e 716 6bitos nas Américas, sendo o cone Sul responsavel pelo
maior nimero de casos (784.062 casos de Dengue, 10.166 casos de FHD/SCD e 530 6bitos),
figura 1.9 (PAHO, 2011).

1.034.064
784.062
18.321 10.166
Casos Confirmados FHD/SCD Obitos
MW Américas Cone Sul

Figura 1.9: Casos confirmados de dengue nas Américas até a 50° semana epidemioldgica de
2011 (dados obtidos de PAHO, 2011).

Durante as ultimas quatro décadas, o continente Americano evoluiu de uma situacdo
ndo-endémica para hiperendémica, onde se observou um aumento na densidade vetorial, a co-
circulacdo de mdltiplos sorotipos de DENV, endemicidade de FHD e em um aumento na
freqiiéncia da atividade dos DENV (Gubler, 2002).

1.4.2 Dengue no Brasil

Os primeiros relatos de dengue no Brasil datam de 1846, com surtos ocorridos
simultaneamente nos estados do Rio de Janeiro, Bahia, Pernambuco e em localidades do norte
do pais (Mariano, 1917). Somente a partir de 1986 que o dengue se tornou um problema de
Saude Publica nacional, com a introducdo do DENV-1 no municipio de Nova Iguacu, (RJ),

(Schatzmayr et al., 1986), alcancando um elevado nimero de notificagdes em varios estados
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do Brasil (Miagostovich et al., 1993; Nogueira et al., 1999; Figueiredo, 2000). Em 1990, um
novo sorotipo, o DENV-2 foi isolado na cidade de Niter6i (Nogueira et al., 1990). Esta nova
situacdo epidemioldgica resultou no agravamento do quadro clinico e a notificacdo dos
primeiros casos de dengue hemorragico (DH) e SCD do pais. Em dezembro de 2000 mais um
sorotipo, 0 DENV-3, foi detectado no municipio de Nova Iguagu, sendo responsavel até
aquele momento pela maior e mais grave epidemia de dengue ja descrita no pais e no
continente americano, ndo apenas pelo elevado nimero de notificaces (794.200 casos) como
pela ocorréncia de casos graves e fatais (Araujo et al., 2009c¢).

No Brasil cerca de 7.373.378 casos de dengue ja foram notificados desde a sua
introdugdo em 1981 (até a *39° semana epidemioldgica de 2011), em Roraima, figura 1.10
(SVS, 2011).
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Figura 1.10: Casos notificados de dengue no Brasil de 1981 até a *39° semana
epidemioldgica de 2011 (dados obtidos de SVS, 2011).

A epidemia de 2008, com 806.036 casos notificados, foi considerada a mais grave
epidemia até entdo, causado pela re-emergéncia do DENV-2, confirmando 17.961 casos de
DCC (Dengue com complicacdes), 4.195 casos de FHD e 478 dbitos (SVS, 2009).

Particularizando o estado do Rio de Janeiro, grandes epidemias aconteceram nos anos
de: 1986-87, 1990-91, 1995-96, 1998, 2002, 2008 com gravidade variavel (Figura 1.10). A
Regido Metropolitana entre as 8 regides do estado tem sido a que tem apresentado um quadro
mais preocupante pela co-circulacdo de varios sorotipos desde 1990 (SES, 2008).
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Figura 1.11: Casos notificados de dengue na Regido Sudeste, 1990-2011 (dados obtidos de
SVS 2011).

O monitoramento de sorotipos circulantes ao longo de 2009 identificou a re-
emergéncia do DENV-1 e um alerta para a possibilidade de uma nova epidemia tendo em
vista a baixa circulacdo deste sorotipo desde o inicio da década. Naquele ano, foram
notificados 529.237 casos suspeitos, 5.952 casos de Dengue com Complicagdes (DCC), 2.271
casos de FHD e 298 6bitos (SVS, 2009).

O risco da introducdo do DENV-4 no pais era iminente, uma vez que este sorotipo
circulava em paises vizinhos como a Venezuela e Colémbia (Guzman e Kouri, 2002).
Contudo, somente em 2010 ocorreran os primeiros casos de DENV-4 em Roraima e
Amazonas. Em janeiro de 2011, foi isolado no Para e, em mar¢co do mesmo ano, 0s primeiros
casos de DENV-4 no Rio de Janeiro, introduzidos pelo municipio de Niteroi (SVS 2011).

Ate a 39° semana epidemioldgica de 2011, foram notificados no Brasil 721.546 casos
de dengue, com a confirmacdo de 10.069 casos graves e 468 dbitos, a Regido Sudeste com o
maior nimero de casos notificados, 343.73 (47,6%) sendo, 6.216 casos graves confirmados e
222 Obitos. Somente no Rio de Janeiro foram confirmados 141 ébitos, figura 1.11 (SVS,
2011).
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Figura 1.12: Casos confirmados de dengue no Brasil até a 39° semana epidemioldgica de
2011 (dados obtidos de SVS, 2011).

1.5. MANIFESTACAO CLINICA E CLASSIFICACAO DA INFECCAO POR
DENGUE

A dengue apresenta um espectro clinico muito amplo, desde formas
oligosssintomaticas até quadros graves com hemorragia e choque, podendo evoluir para o
Obito. E freqiiente a descricdo clinica do dengue em formas polarizadas: dengue cléssico e 0
dengue hemorragico com manifestacbes de comprometimento ‘“sangiiineo”, evoluindo

frequentemente para um quadro de choque (Rocha e Tauil, 2009; Guzman et al, 2010) .

1.5.1. Dengue Cléssico (DC)

A primeira manifestacdo é a febre alta (39° a 40°C), de inicio subito, seguida de
cefaléia, mialgia, prostracdo, artralgia, anorexia, astenia, dor retroorbital, nauseas, vomitos,
exantema e prurido.

A doenca tem duragdo de 5 a 7 dias, mas o periodo de convalescenca pode ser
acompanhado de grande debilidade fisica, e prolongar-se por varias semanas.

As manifestacdes hemorrégicas, apesar de incomuns na DC podem ocorrer em alguns
individuos, sendo mais comuns petéquias, equimoses, epistaxe, hemorragia gengival e
metrorragias, surgindo no final do periodo febril (Cunha e Nogueira, 2005).

A forma cléssica é autolimitada e geralmente resulta numa completa recuperacéo (Nishiura e
Halstead, 2007).
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1.5.2 Febre Hemorégica do Dengue (FHD)

Os sintomas iniciais sdo semelhantes aos do DC, porém ha um agravamento do quadro
no terceiro ou quarto dias de evolucdo, com aparecimento de manifestagdes hemorragicas e
colapso circulatério (SVS, 2010).

Nos casos graves de FHD, o choque geralmente ocorre entre 0 3° e 7° dias de doenca,
geralmente precedido por dor abdominal (SVS, 2010).

A Organizacdo Mundial da Satde definiu um critério de classificacdo das formas de
FHD, em 4 categorias, de acordo com o grau de gravidade:

* Grau | — febre acompanhada de sintomas inespecificos, em que a Unica manifestacdo
hemorragica é a prova do laco positiva;

» Grau Il — além das manifestacGes constantes do Grau | somam-se hemorragias espontaneas
(sangramentos de pele, petéquias, epistaxe, gengivorragia e outras);

* Grau 111 — colapso circulatorio com pulso fraco e rapido, diminuicdo da pressdo arterial ou
hipotensdo, pele pegajosa e fria e inquietacao;

* Grau IV - choque profundo, com pressdo arterial e pulso imperceptivel (sindrome do
choque da dengue).

Os Graus | e 11 sdo considerados os Graus mais brandos da FHD, enquanto os Graus
I11 e IV representam a evolucdo da doenca para o estagio de choque. Esta é uma classificacédo
dindmica e pode mudar rapidamente de acordo com a evolucéo e o estagio em que o paciente

se encontra (Sa e Zagne, 2008).

O choque é decorrente do aumento de permeabilidade vascular, seguida de
hemoconcentraco e faléncia circulatoria. E de curta duragio e pode levar a 6bito em 12 a 24
horas ou a recuperacdo rapida, apds terapia antichoque apropriada. Alguns pacientes podem

ainda apresentar manifestacdes neuroldgicas, como convulses e irritabilidade (SVS, 2010).

1.5.3 Dengue com Complicacdes (DCC)

O Ministério da Saude classifica DCC como todo caso que ndo se enquadre nos
critérios de FHD e a classificacdo de DC ¢ insatisfatoria, dada a gravidade do quadro clinico-
laboratorial apresentado (SVS, 2010).

Nessa situacdo, a presenca de um dos itens a seguir caracteriza o quadro: alteragdes

neuroldgicas; disfuncdo cardiorrespiratoria; insuficiéncia hepatica; plagquetopenia igual ou
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inferior a 50 mil/mm3; hemorragia digestiva; derrames cavitarios; leucometria global igual ou
inferior a 1 mil/mm3; 6bito (SVS, 2010).

1.5.4 Nova Classificacdo das Infec¢bes por Dengue

Com o objetivo de orientar os médicos na identificacdo precoce dos casos graves, a
OMS propds uma nova classificagdo dos casos de dengue, a partir da iniciativa intitulada
DENCO (do inglés “Dengue Control”), utilizando um conjunto de parametros clinicos e/ou
laboratoriais. Nesta classificacdo levou-se em conta a presenca de sinais de alerta e formas

grave, representados na figura 1.13. (OMS, 2009).

DENGUE % SINAIS DE ALERTA DENGUE GRAVE

comM
SINAIS DE

Extravasamento grave de plasma

Hemorragia grave

ALERTA

Grave envolvimento de 6rgaos

CRITERIOS PARA DENGUE * SINAIS DE ALERTA CRITERIOS PARA DENGUE GRAVE

CASO PROVAVEL DE DENGUE SINAIS DE ALERTA* Extravasamento grave do plsma
Morar ou viajar para area endémica de deng *Dorabdominal ocasionando:
Apresentar febre e 2 dos seguintes critérios: *Vamito persistente *Choque (SCD) o
+Nausea, vomito +Derrame cavitsrio *Derrame cavitario com estresse respiratorio
*Rash +Sangramento de mucosa ;
*Dores *Letargia , inquietagéio *Hemorragia grave
*Prova do lago positiva *Figado aumentado - .
*Leucopenia *Laboratorial: hematécrito elevado deacordo com avaliagdo médica.
*Qualquer sinal de alerta simultanea plaguetopenia g & 1

+Grave envolvimento de drgdos
CONFIRMAGAO LABORATORIAL DE DENGUE *Requer observagio eintervengéo *Figado: ASTouALTZ 1000
(importante quando ha sinal de extravasamento médica *SNC: Envulv1ment9 df consciencia
do plasma) *Coragéo e outros drgéos

Figura 1.13: Classificacdo dos casos de dengue de acordo com a OMS, 2009.

1.6 PATOGENIA

A infeccdo com um sorotipo induz imunidade permanente especifica ao sorotipo
infectante, entretanto, confere apenas uma curta imunidade cruzada (heterotipica) para 0s
outros sorotipos, 0 que possibilita as pessoas que vivem em areas hiperendémicas onde
circulam madltiplos sorotipos do virus dengue, serem infectadas com 0s quatro sorotipos
durante sua vida (Gubler, 1997; Sabin, 1952).

Diversas teorias sdo propostas para explicar o alto grau de variacdo das manifestacdes
clinicas causadas pelos DENV. A teoria da infec¢do sequencial ou da facilitagdo dependente
de anticorpos (do inglés: “ADE - antibody dependent enhancement”, considera que ha um

aumento da replicagdo viral em macrofagos via anticorpos (acs) heterdlogos. Em infeccbes
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secundarias com o virus de sorotipo diferente da infeccdo anterior, 0os acs que reagem de
forma cruzada com este novo sorotipo, sem neutraliza-los. Estes complexos, ao serem
reconhecidos e internalizados por fagdcitos mononucleares, resultariam na infecgéo celular e
replicacdo viral. Essas células infectadas liberam na corrente sanguinea, mediadores
vasoativos, aumentando a permeabilidade vascular, ativacdo do sistema complemento e da
tromboplastina tissular (Hastead, 1988)

A teoria da viruléncia viral sugere que a gravidade da doenca deve-se as variagdes
genéticas e antigénicas das diferentes cepas de virus. Uma explicacdo admitida, € que a
evolucdo genética do virus dentro de cada sorotipo possa dar origem a cepas epidémicas ou

mais virulentas (Rosen et al., 1977; Rico-Hesse,1990).

A teoria da interacdo multifatorial considera outros fatores como predisposicéo
genética de algumas populac@es, idade, sexo, estado nutricional como sendo importantes na
patogénese da DH e da SCD. Entretanto, no que tange a cepa viral, estudos epidemiologicos
demonstram que algumas cepas de DENV estdo associadas mais fregiientemente com graves

epidemias, altas incidéncia de FDH/SCD e répida transmissdo (Gubler e Trent, 1993).

A teoria do “Pecado Original” descreve a existéncia de evidéncias “in vivo” da
ativacdo de células T CD4 e CD8 durante a infecgdo por DENV, sendo que, tal ativacdo seria
mais intensa em pacientes graves quando comparados a pacientes com a forma branda da
doenca. Sugere-se que a patogénese da doenca possa ser causada pela ativacdo dessas células
(Mentor e Kurane, 1997; Mongkolsapaya et al.,2003). Durante a infec¢do primaria as células
T apresentam uma maior afinidade pelos epitopos presentes no sorotipo infectante,
ocasionando a formacdo de células de memdria para este sorotipo. Entretanto, na infeccdo
secundaria, por outro sorotipo, as células de memoria, de uma infeccdo prévia, seriam
ativadas e se multiplicariam mais rapidamente que as células especificas para o sorotipo
infectante. A liberagdo de citocinas pro-inflamatérias por essas células, como IFN-gama pode
agir diretamente sobre o endotélio vascular e resultar no extravasamento de plasma,

caracteristico das infecgdes graves por DENV (Pang et al., 2007; Mongkolsapaya et al.,2003).

A teoria do mimetismo molecular propde que a patogénese do dengue seja resultado
de uma reacdo autoimune. O desenvolvimento de anticorpos de reatividade cruzada ao
plasminogénio (devido a uma similaridade em 20 amino&cidos da glicoproteina do envelope
viral e uma familia de fatores da coagulacdo) poderia estar relacionado com a hemorragia do
dengue. O aumento da destruicdo de plaquetas ou a diminui¢cdo na sua producdo poderia

resultar em trombocitopenia (Rothman, 2004).
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1.6.1. Viremia e Cinética da Resposta Humoral

A viremia atinge seu pico logo ap6s o aparecimento dos primeiros sintomas, muitas
vezes antes mesmo do paciente recorrer a tratamento médico. Virus circulantes permanecem,
no entanto, detectaveis geralmente até o quinto dia de doenca, coincidindo com o periodo em
que os niveis de anticorpos comecam a elevar-se (Vorndam e Kuno, 1997).

O isotipo dominante de imunoglobulina em uma infeccéo primaria € a IgM. Cerca de
8% dos pacientes apresentam niveis detectaveis de IgM ja nos primeiros dias de doenca
(principalmente no segundo dia de doenga), enquanto a maioria encontra-se positivo no sexto
dia apds o aparecimento dos primeiros sintomas (Nogueira et al., 1992; PAHO, 2004). Os
niveis de IgM aumentam rapidamente e atingem seu pico por volta de duas semanas,
permanecendo detectaveis por 2 a 3 meses, sendo considerado como indicador de infeccdes
recentes (Gubler e Sather, 1988; Nogueira et al.,1992).

Em uma resposta priméria, anticorpos IgG comegam a aparecer a partir do quinto dia
de doenca. Os titulos de 1gG aumentam lentamente a partir da primeira semana de infeccédo e
permanecem detectaveis por toda a vida. Individuos com imunidade prévia ao DENV
desenvolvem uma resposta secundaria caracterizada pelo rapido aumento no titulo de IgG
apo6s o inicio dos sintomas e pelo alto grau de reacdo cruzada, mesmo contra outros
Flavivirus, apresentado por esses anticorpos (Innis et al., 1989).

Os niveis de IgM na resposta secundaria sdo consideravelmente mais baixos do que na
resposta primaria (OMS, 1997). A relacdo entre os titulos de IgM e IgG e a especificidade dos
anticorpos pode ser, portanto, usados na caracterizacdo de respostas primarias e secundarias,
figura 1.14 (Halstead, 2007).
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Figura 1.14: Deteccdo da infecgdo por DENVs durante as respostas primarias e secundérias
(adaptado de OMS 2009).

1.7. DIAGNOSTICO LABORATORIAL

O diagnostico laboratorial do dengue é uma ferramenta importante para a confirmacao
dos casos e para a vigilancia epidemioldgica, principalmente durante periodos inter-

epidémicos.

Tradicionalmente o diagnostico é realizado através da deteccdo e identificacdo do
virus, &cido nucléico, ou antigeno viral e, através de testes sorolégicos para pesquisa de

anticorpos IgM e IgG.

E importante considerar o periodo da doenca em que o paciente se encontra para se decidir
qual o tipo mais apropriado de teste que serd utilizado para que se possa fazer uma correta
interpretagdo dos resultados obtidos, embora o tratamento independa do diagndstico

viroldgico (Kao et al., 2005).
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1.7.1 Isolamento Viral e Teste de Imunofluorescencia Indireta

O isolamento viral considerado 0 “padrao ouro” para comparagao com outros métodos,
uma vez que é a evidéncia direta da infeccdo viral, é capaz de diagnosticar a dengue durante a
fase aguda da doenca, quando os titulos de anticorpos ainda nao atingiram niveis detectaveis.

Quatro sistemas de isolamento do virus dengue tém sido utilizados: inoculagéo intra-
cerebral em camundongos com 1 a 3 dias de nascidos; cultura de células de mamiferos (como
as linhagens de células LLC-MK2, Vero e BHK21); inoculacao intra-toracica em mosquitos
adultos e cultura de células de mosquito (como células AP-61, Tra-284, C6/36, AP64 e CLA-
1). A inoculacdo de amostras diretamente em mosquitos Toxorhynchites splendens adultos é
considerada o melhor sistema de isolamento, em termos de sensibilidade, porém exige muita
experiéncia e ndo esta disponivel na maioria dos paises endémicos (Gubler, 1997; Guzman;
Kouri, 2002; Huang et al., 2004).

A inoculagéo 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 e Kouri, 2002). Atualmente, o isolamento viral com
linhagem de células C6/36 de Aedes albopictus tem sido 0 método de escolha para a rotina,
por sua facilidade de manutencéo e sensibilidade (Igarashi, 1978; Kuno, 1987).

O isolamento pode ser observado pela presenca do efeito citopatico (ECP), no entanto
algumas amostras de virus dengue podem produzir discreto ou nenhum ECP, sendo por isso
indicada a confirmacdo da presenca do virus através do teste de imunofluorescéncia que
também é utilizado para identificar o sorotipo utilizando-se anticorpos monoclonais sorotipo-
especificos (DENV-1 a 4) (Henchal et al., 1892; Gubler et al., 1984).

1.7.2.Testes Imunoenzimaticos

Testes imunoenzimaticos (ELISA) sdo muito utilizados para o diagnostico da dengue,
devido a praticidade, especificidade e sensibilidade. Detectam anticorpos da classe IgM e IgG
e antigenos NSL1.

O teste imunoenzimatico de captura de anticorpos da classe IgM (MAC-ELISA), tem sido
nas Ultimas décadas o método de escolha para o diagnostico precoce das infecgdes por DENV
(Kuno et al., 1987). Em casos suspeitos de dengue, a presenca de anticorpos IgM anti-dengue

indica infeccdo recente. Para a deteccdo de anticorpos do tipo IgM o protocolo de MAC-
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ELISA descrito por Kuno et al., (1987) durante varios anos foi utilizado como método de
escolha por varios laboratorios.

Este utiliza antigeno dengue especifico para os quatro sorotipos de dengue (DENV 1-
DENYV 4), produzidos por inoculacdo em cérebro de camundongos. Hoje os testes comerciais
utilizam antigenos derivados da proteina E.

Alguns pacientes apresentam niveis detectaveis de IgM ja no primeiro dia da doenca e
cerca de 93% , dos pacientes, encontram-se positivo no sexto dia apds o aparecimento dos
primeiros sintomas (PAHO, 2004). Os niveis de IgM aumentam rapidamente e atingem seu
pico por volta de duas semanas, permanecendo detectaveis por 2 a 3 meses, 0 que faz desses
anticorpos indicadores de infec¢des primarias (Gubler e Sather, 1988).

O teste imunoenzimatico tem sido igualmente utilizado para deteccdo de anticorpos da
classe 1gG (IgG-ELISA). Esta técnica de facil execucdo permite a caracterizacdo do tipo de
infeccdo (priméaria ou secundaria) porque permite a deteccdo quantitativa e qualitativa. A
deteccdo de anticorpos 1gG pelo método de ELISA foi um bom substitutivo para o teste de
Inibicdo da Hemaglutinagcdo. Anticorpos IgG comegam a aparecer, em uma resposta primaria,
alguns dias depois dos IgM, em geral, sendo detectaveis a partir do quinto dia de doenca. Os
titulos de 1gG aumentam lentamente a partir da primeira semana de infec¢do e permanecem
detectaveis por toda a vida. (Innis et al., 1989; Miagostovich et al., 1999).

Os niveis de IgM na resposta secundaria sdo consideravelmente mais baixos do que na
resposta primaria. A relacdo entre os titulos de IgM e IgG e a especificidade dos anticorpos
pode ser, portanto, usados na caracterizacdo de respostas primarias e secundarias (OMS,
1997).

O antigeno NS1 esta presente no soro de individuos infectados desde o primeiro dia do
aparecimento dos sintomas e permanece detectavel até o quinto ou sexto dia. Como essa
proteina aparece no inicio da infeccdo, antes do surgimento dos primeiros anticorpos, seu uso
como uma ferramenta de detec¢do precoce da dengue vem sendo investigada (Xu et al.,
2006). Uma vez que NS1 induz, também, uma forte resposta humoral, o uso dessa proteina
como antigeno em testes de deteccdo de anticorpos foi sugerido (Valdes et al., 2000).

Um dos fatores mais importantes e necessarios para o diagnostico clinico e para a
vigilancia epidemiologica do dengue é a disponibilidade de métodos rapidos, sensiveis e
especificos para detectar a infeccdo viral. Neste contexto, varios testes comerciais tém sido
desenvolvidos para o diagndstico das infeccbes por DENV para pesquisa de anticorpos
especificos (Wu et al., 1997; Kuno et al., 1998; Lam e Devine, 1998; Sang et al., 1998;
Vaughn et al., 1999; Cuzzubbo et al., 2001).
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Atualmente Kkits comerciais, tais como o pan-E DENGUE EARLY ELISA (Panbio
Diagnostics, Brisbane, Australia), PLATELIA™ DENGUE NS1 ANTIGEN e DENGUE NS1
Ag STRIP (Biorad Laboratories, Marnes La Coquette, Franca), sdo utilizados para o
diagnostico precoce das infecgbes de dengue baseado na captura de antigeno NS1. Estes Kits
apresentaram maior sensibilidade e especificidade na deteccdo frente a outras metodologias
aplicadas a sorologia, como 0 MAC-ELISA e detecgdo de IgG. As técnicas de deteccdo de
anticorpos IgM e 19G, na infeccdo por DENV, apresentam limitagdes na fase aguda da
doenca. A IgM é detectada entre 3 a 5 dias de infeccdo e IgG de 10 a 14 dias, diferentes da
deteccdo de antigenos NS1 que pode ser confirmado a partir 0 a 9 dias, com pico de 6 a 10

dias de infeccdo (Lima et al., 2010).

1.7.3.Inibicdo da Hemaglutinacéo (I1H)

O ensaio de IH era utilizado para classificar a resposta imune das infec¢des por dengue,
em infec¢bes primarias ou secundarias. No entanto, IH tem vérias limitacbes, como exigir
amostras pareadas, e a trabalhosa obtencdo de hemaglutininas, estas limitagcbes acabou
comprometendo a aplicabilidade desta técnica, por isto na década de 80, IH foi substituido
pela pesquisa de anticorpos IgG (Clarke e Casals, 1958; De Paula e Fonseca, 2004).

1.7.4.Fixagéo do Complemento

O teste de fixacdo de Complemento baseia-se na capacidade do complexo antigeno-
anticorpo de fixar e inativar moléculas do sistema complemento, presentes no soro. Se 0
anticorpo é especifico para o antigeno, o complexo antigeno-anticorpo é formado e o
complemento é fixado. Numa segunda etapa, um complexo formado por hemacia-anticorpo
anti-hemaécia (sistema revelador), é adicionado a mistura. (De Paula e Fonseca, 2004).

Ao contrério da técnica de MAC-ELISA e IH, que detectam anticorpos a partir do 5° ao
7° dia de doenca, os anticorpos detectados pela fixagdo do complemento aparecem mais
tardiamente, entre o0 7°-14° dias ap6s o inicio dos sintomas e persistem por periodos curtos,
ndo sendo indicado como marcador de infeccdo recente. Por ter uma baixa sensibilidade esta
técnica foi substitida por outras metodologias. Para melhor interpretacdo necessita da

obtenc&o de soros pareados (Teles, Prazeres e Lima-Filho, 2005).
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1.7.5.Teste Neutralizacdo em Placa (PRNT)

Esta técnica é baseada no principio da interacdo virus-anticorpos, resultando na
neutralizacdo do virus, de tal forma que este é incapaz de infectar e se replicar em cultura
celular (Calisher et al., 1989). Apesar de ser o método mais sensivel de diagnostico
soroldgico, é um teste demorado e de dificil interpretacdo e pode ser influenciado por véarios

fatores como tipo de cultura utilizada e estoque viral.

1.7.6.Técnica Imunohistoquimica

A técnica de imunohistoquimica pode ser de grande utilidade para a deteccdo dos
DENV em tecidos provenientes de casos de Obitos. Baseia-se na conjugacao de marcadores,
como moléculas de imunoglobulina, que com auxilio de um substrato especifico localiza o
antigeno tecidual. Atualmente ha disponibilidade de grande nimero de anticorpos para uso em
tecidos fixados em formol e incluidos em blocos parafina, permitindo o estudo de blocos

arquivados por longos periodos, principalmente em casos fatais (Miagostovich et al., 1997).

1.7.7 RT-PCR

A técnica de transcricdo reversa seguida da reacdo em cadeia pela polimerase (RT-
PCR) ¢ utilizada rotineiramente em laboratorios, para a identificacdo do sorotipo de dengue.
O protocolo mais utilizado é o descrito por Lanciotti et al.(1992), sugerido pela Organizacao
Pan-Americana de Saude, onde é realizado em duas etapas, no qual a primeira etapa ocorre
uma amplificacdo inicial, utilizando primers de regides conservadas das proteinas C e prM do
genoma viral , numa segunda etapa (semi-nested) ocorre a identificacdo dos virus, com
primers especificos para cada sorotipo (DENV1-DENV4). Os produtos da reacdo sdo
submetidos a eletroforese, em gel de agarose, para a diferenciacdo, pelo peso molecular,
permitindo a visualizacdo, através de moléculas intercalantes de DNA, como o brometo de

etideo, revelados em luz U.V. (Guzman et al., 2004; De Paula e Fonseca, 2004).

1.7.8 RT-PCR em Tempo Real (QRT-PCR)

E um sistema de analise, em tempo real, onde utiliza primers e sondas especificos para

cada sorotipo de dengue, ou especifico numa regido conservadas de todos os sorotipos. O uso
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da fluorescéncia, na sonda, permite a deteccdo dos produtos, conforme eles sdo produzidos,
ou seja, em tempo real, sem a necessidade da eletroforese (Holland et al., 1991).

A emissdo dos compostos fluorescentes gera um sinal que aumenta na proporgao
direta da quantidade de produto da PCR. O ponto que detecta o ciclo no qual a reacéo atinge o
limiar da fase exponencial € denominado de Ct (do inglés “Cycle Threshold”), que permite a
quantificacdo exata. O Ct é proporcional ao numero de cdpias do alvo presente na amostra
(Novais; Pires-Alves, 2004). Quanto mais alta é a quantidade inicial do alvo, mais cedo o
produto acumulado é detectado no processo de PCR, e mais baixo é o valor do Ct (Dorak,
2006).
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Figura 1.15: Curva de Amplificacdo da PCR em tempo real (Novais e Pires-Alves 2004)

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
formula:

Eficiéncia = [10 (-1/slope)] — 1

O slope é o indicador da amplificacdo real, representa o coeficiente angular da reta
composta pelos pontos da curva padrédo. Uma alta eficiéncia estd associada a inclinagéo de
aproximadamente 3,32 para cada dilui¢do do alvo de 10 vezes — fator 10 (Gomes, 2008).

E apresentado em dois sistemas: sistema SYBR Green, que se liga entre a dupla fita de
DNA, ligando-se de forma inespecifica, sdo semelhantes ao corante Brometo de etidio. Ja o

sistema TagMan™, usa sondas duplamente marcadas por corantes fluorescentes distintos, um
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reporter (ex: FAM) e um quencher (ex: TAMRA), hibridiza em regides amplificada
flanqueada pelos iniciadores. Quando os dois corantes estdo proximos, e a sonda ainda
intacta, o quencher absorve a energia liberada pelo repdrter, evitando assim a emissdo da
fluorescéncia. A atividade 5’ exonuclease da enzima Taq polimerase degrada a sonda durante
0 curso da PCR, separando os fluoréforos, propiciando a liberacdo da fluorescéncia (Holland
etal., 1991).

Existem muitos protocolos que detectam apenas um sorotipo (do inglés “Singleplex”)
ou outros detectam mais de um sorotipo na mesma reacdo (do inglés “Multiplex), o ultimo
costuma ser menos sensivel que o nested RT-PCR (Johnson et al., 2004; De Paula e Fonseca,
2004).

Quando comparado ao PCR convencional, podemos citar como vantagem dessa
metodologia a rapidez, maior sensibilidade e a capacidade de determinar a carga viral
presente na amostra. E por ser um sistema fechado, o risco de contaminacdo cruzada é menor
(De Paula e Fonseca, 2004).

1.8. PREVENCAO E CONTROLE

O controle da dengue ainda é baseado em controle vetorial e programas comunitarios,
para manter o ambiente livre de potenciais fontes de criadouro (Machado et al., 2009).

No Brasil, 0 Ministério da Saude propds em 1996, o Programa de Erradicacdo do A.
aegypti (PEAa) com o objetivo de reduzir sua infestacao, a incidéncia da doenca e a letalidade
por FHD. Entretanto, a introducdo do DENV-3 no pais e a re-emergéncia do DENV-2 e sua
rapida disseminacdo, facilitou a circulagdo de novos sorotipos ou cepas virais. Neste cenario
epidemioldgico, o Ministério da Saude, em 2002, criou o Programa Nacional de Controle de
Dengue (PNCD), para a intensificacdo e implantacdo de medidas de controle, visando a

reducdo do impacto do dengue no pais (FUNASA, 2002).

1.8.1 Profilaxia

E essencial a obtencdo de uma vacina tetravalente, capaz de gerar uma resposta de
anticorpos elevada e duradoura, tendo em vista a possibilidade de uma reinfecgdo nas areas
endémicas. Enquanto uma vacina eficaz ndo for desenvolvida, as medidas de controle ao vetor
consistem no principal instrumento para a prevengdo da infeccdo pelos DENV, além da
melhoria dos servicos de saneamento basico e a rapida identificacdo dos pacientes que

apresentem formas clinicas graves da doenca.
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Do ponto de vista epidemiologico é importante se definir a origem dos virus, 0
espalhamento das cepas e o impacto sobre a populagéo. Essas informagfes sdo fundamentais
para o desenvolvimento de uma vacina que seja capaz de interromper a transmisséo de cepas

com potencial epidémico.

Testes clinicos de candidatas a vacinas atenuadas comecaram na década de
1980. Enquanto cepas atenuadas tém sido desenvolvidas, a identificacdo de uma formulacéo
tetravalente que ndo apresente interferéncia significativa entre os quatro virus tem sido um
desafio. Mais recentemente, abordagens para a aplicagdo de DNA recombinante para
desenvolvimento de uma vacina tém proporcionado avancos significativos, e os candidatos a

vacinas estdo progredindo em ensaios clinicos (Coller e Clements, 2011).

O produto mais avancado é o da Sanofi Pasteur, a vacina tetravalente ChimeriVax-
Dengue, que encontra-se em testes de eficacia de campo na Tailandia (Senior, 2009; Guy et
al., 2010) e mais recentemente entrou na fase 3 dos testes clinicos (Lang, 2009). A tecnologia
ChimeriVax é baseada em quatro virus recombinantes contendo os genes prM/E de cada um
dos quatro tipos dos DENVs inserido no virus vacinal da Febre Amarela, a cepa 17D vacinal
(Guy et al., 2010a; Guy et al., 2010). Um dos principais desafios no entanto, € o esquema de
administragdo prolongada (3 doses em intervalos de 6 meses). Além disso, a imunidade
incompleta ao longo de 12 meses pode colocar vacinados, de areas endémicas, em ricos de

uma infeccdo grave (Coller e Clements, 2011).

O Laboratorio de Doencas Infecciosas (LID) do Instituto Nacional de Alergia e Doencas
Infecciosas (NIAID) esta desenvolvendo uma vacina atenuada tetravalente, molecularmente
definida com base na recombinacéo viral, onde eliminac¢Ges da regido 3 ndo-codificante do
virus e/ou quimerizacdo dos genes prM e E dos tipos de dengues como ChimeriVax, mas
usando um prototipo de dengue 4 (DEN4A30) no virus vacinal da Febre amarela 17DD
(Blaney et al., 2006). Dados preliminares desses estudos sugerem que a vacina tetravalente é
segura e pode oferecer vantagens em termos de respostas equilibradas em comparagdo com
outros virus vivos atenuados.O LID forneceu a tecnologia para varias empresas
desenvolverem, incluindo Instituto Butantan, no Brasil, E Panacea Biotec Bioldgica na india,
e VaBiotech no Vietna (Coller e Clements, 2011).

Vérias empresas/ instituicdes também estdo buscando o desenvolvimento de uma vacina
contra a dengue. A Inviragen esta desenvolvendo DENVax, outra vacina atenuada, quimérica,

tetravalente com base na utilizagdo de um tipo de virus atenuado do DENV-2 (Huang et al.,
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2003). DENVax esta atualmente em testes de clinico de fase 1 nos EUA e Columbia com

opcoes de aplicacbes subcutanea e intradérmica (Coller e Clements, 2011).

Merck & Co estd desenvolvendo a vacina recombinante com subunidade de proteinas
produzidas originalmente pela Hawaii Biotech, Inc., que compreende a utilizagdo da proteina
C-terminal junto com glicoproteinas do envelope (DEN-80E) dos quatro virus do dengue
(Clements et al., 2010). A abordagem de subunidades proteicas é projetado para evitar 0s
problemas de interferéncia viral, que tém sido observadas com todas as vacinas de virus
atenuados testadas até a data, e fornece um mecanismo alternativo para a inducdo de respostas

equilibradas tetravalente (Coller e Clements, 2011).

Apesar do grande otimismo, a liberacdo de uma vacina efetiva contra os quatro
sorotipos do DENV, ainda requer anos de pesquisa e testes clinicos em seres humanos (Coller
e Clements, 2011).
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2.0BJETIVOS

2.1.0bjetivo Geral:

e Estudar a viremia induzida por duas linhagens de DENV-2 circulantes em dois
periodos distintos, no estado do Rio de Janeiro e, sua associacdo com a apresentacao

clinica da doenca.

2.2.0bijetivos especificos:

¢ Quantificacdo direta do RNA viral em amostras de soros agudos de pacientes com
infeccdo por DENV-2 nos periodos de 1990-2002 e 2007-2011;

e Analisar a viremia induzida pelas duas linhagens de DENV- 2 em casos de dengue e
grave;

e Classificar a resposta imune dos casos de DENV-2 com diferentes apresentacdes
clinicas;

e Correlacionar titulo de viremia com o tipo de infeccdo primaria e/ou secundaria, idade,

sexo e dias de doenga.
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3. JUSTIFICATIVA

Nos ultimos anos mais de sete milhGes de casos foram registrados no Brasil durante
epidemias de dengue causadas pelos sorotipos DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4 (SVS,
2011). O DENV-2 foi inicialmente introduzido no estado do Rio de Janeiro em 1990, neste
periodo, foram registrados os primeiros casos de FHD/SCD e um aumento no nimero de
hospitalizagBes (Nogueira et al., 1990, Zagne et al., 1994, Vasconcelos et al., 1995). Apos
sete anos sem atividade, este sorotipo re-emergiu em 2007 e causou, em 2008, a epidemia
mais grave de dengue ja registrada no pais (Teixeira et al., 2009; SVS, 2009). A analise
filogenética baseada no gene E demonstrou que, apesar dos DENV-2 de 2007-2008 ainda
pertencerem ao mesmo genotipo, o gendtipo asiatico, circulante anteriormente, estes se
agruparam formando uma linhagem distinta (Oliveira et al., 2010).

Estudos de quantificacdo viral para dengue realizados por Vaughn et al. (1999, 2000)
e Araljo et al., 2009c, evidenciaram uma correlacdo entre quantidade de particulas virais e
gravidade da doenca. No entanto, estudos sobre viremia induzida por linhagens distintas
dentro de um mesmo gendtipo e sua associacdo com a gravidade da doenca até 0 momento

nao haviam sido realizados.

Neste novo cenario, para entender a progressdo da doenca para as formas mais graves
no estado do Rio de Janeiro, a quantificacdo da magnitude da replicacdo viral produzidas
pelas duas linhagens de dengue circulantes no estado é fundamental. Para isso, foi utilizado
um teste com alta sensibilidade, o0 método de PCR quantitativo para DENV-2, descrito por
Poersch et al., (2005), na fase precoce da doenca, com a finalidade de avaliar o impacto desta

nova linhagem (Linhagem I1) no estado do Rio de Janeiro.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 DESENHO DO ESTUDO
Este estudo é do tipo analitico, observacional e transversal.
4.2 AMOSTRAGEM

Foram utilizados, neste estudo, soros de 102 pacientes confirmados como DENV-2,
classificados como casos dengue e dengue grave e pelo tipo de infeccdo primaria ou
secundaria, residentes no estado do Rio de Janeiro e ocorridos em dois periodos distintos,
1990 a 2002 e 2007 a 2011 (Tabela 4.1), periodos correspondentes a circulagdo das linhagens
| e Il de DENV-2. Essas amostras eram provenientes do banco de soros do Laboratério de

Flavivirus, armazenadas a -70°C.

Tabela 4.1: Amostras (n=102) analisadas

Amostras 1990-2002 Amostras 2007-2011
Dengue n= 43 Dengue n= 27
Dengue Grave n=9 Dengue Grave n= 23
Total: 52 Total: 50

As amostras foram selecionadas quanto o sorotipo infectante através do isolamento
viral em cultivo de células de mosquito Ae. albopictus clone C6/36 (lgarashi, 1978) e
posterior identificacdo do virus pelo método de imunofluorescéncia indireta (Henchal et al,
1982; Gubler et al., 1984) e/ou pelo método de RT-PCR (Lanciotti et al., 1992). Os casos
positivos para DENV-2 foram classificados quanto ao tipo de infeccdo (primaria ou
secundaria), através do método de IgG anti-dengue “in-house” descrito por Miagostovich et
al.,1999.

Os soros que atendiam os critérios de inclusdo foram utilizados para quantifica¢do da
carga viral pelo método de gRT-PCR em tempo real sistema TagMan.

Os critérios utilizados para a selecdo e exclusdo das amostras, utilizadas neste estudo

estdo representados na tabela 4.2.
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Tabela 4.2: Critérios utilizados para a selecdo e exclusdo das amostras, utilizadas neste
estudo

Inclusao Exclusao

Confirmacado do sorotipo 2 por isolamento | Amostras negativas ou positivas para 0s
e/ou RT-PCR sorotipos DENV-1, DENV-3 e DENV-4.

Amostras recebidas no periodo de 1990- _ .
2002 e 2007-2011, do estado do Rio de | Amostras encaminhadas fora do periodo de

Janeiro 1990 a 2011 e outro estado

Amostras colhidas até 7 dias de doenca Amostras colhidas apés 7 dias de doenca
Ficha epidemioldgica informando os sinais € | pacientes sem a ficha epidemiolégica ou
sintomas ndo preenchida corretamente.

4.3. CLASSIFICACAO DOS CASOS DE DENGUE

A selecdo dos casos de dengue classico e dengue grave seguiram 0S critérios

estabelecidos pela OMS (2009) conforme a figura 1.13.

4.4. ISOLAMENTO VIRAL

A inoculagdo de soros de fase aguda da infeccdo em cultura de células de mosquito Ae.
albopictus clone C6/36 foi utilizado o método para o isolamento viral descrito por Igarashi
(1978).

4.4.1. Metodologia

As células foram cultivadas em tubos de 1,5 x 16 cm contendo 2,0 ml de meio L-15
(Sigma Chemical Company, St. Louis, EUA), com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Sigma
Chemical Company, St. Louis, EUA). Apés a formacdo de monocamada, o meio foi
substituido por igual volume de meio L-15 contendo 2% de SFB. Os soros diluidos 1/10 em
meio L-15 foram inoculados em aliquotas de 0,1ml na monocamada celular. Para cada grupo
de amostras inoculadas, foram incluidos controles de virus (C+) e de células (C-). Apds
inoculagdo, os tubos foram incubados & temperatura de 28°C e observados diariamente, por
um periodo de dez a quatorze dias, em microscépio oOptico invertido (Zeiss - Deutschland,

Alemanha), com aumento de até 400 vezes.
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4.4.2 Meio de Cultura L-15 (Leibovitz)

Foi utilizado o meio L-15 modificado com L-Glutamina e sem triptose fosfato (TPO,)
e antibioticos, adquirido sob a forma desidratada (Sigma Chemical Company, St. Louis,
USA).

Tabela 4.3: Reagentes para preparo do meio de cultura L-15

Reagente Peso/Vol
Leibovitz 15 14,699
Agua tridestilada q.s.p. 1L

O meio foi filtrado em membrana Milipore (0,22u) e conservado a 4°C a este meio foi
adicionado SFB (Sigma Chemical Company, St. Louis, USA) nas concentracdes de 2% e

10%, conforme utilizado para manutencédo ou crescimento celular, respectivamente.
4.4.3 Antibioticos

Tabela 4.4: Antibiéticos utilizados no meio de cultura

Reagente Peso/Vol
Penicilina Sodica Cristalina (Gibco BRL, USA) 1.000.000 unidades
Sulfato de estreptomicina (Gibco BRL, USA) 1g
Solucdo de Hanks BSS 1x (autoclavado) g.s.p. 100mL

A solugdo foi filtrada em membrana Milipore (0,2211) e conservado a -20°C.

4.4.4 Solugdo de Hanks BSS

Tabela 4.5: Reagentes A utilizadas na mistura para o preparo da Solucdo de Hanks
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Reagente A Peso/Vol

Cloreto de Calcio (Sigma Chemical Company, St. Louis, USA) 1,49

Agua tridestilada g.s.p. 200mL

Tabela 4.6: Reagentes B utilizadas na mistura para o preparo da Solucdo de Hanks

Reagente B Peso/Vol
Fosfato de Sodio Dibasico (Vetec Ltda, Rio de Janeiro, BR) 0,479
Fosfato de Potassio Monobasico (Vetec Ltda, Rio de Janeiro, BR) 0,69
Agua tridestilada .s.p. 400mL

Tabela 4.7: Reagentes C utilizadas na mistura para o preparo da Solucdo de Hanks

Reagente C Peso/Vol
Dextrose (Sigma Chemical Company, St. Louis, USA) 10¢g
Cloreto de sddio (Vetec Ltda, Rio de Janeiro, BR) 80g
Cloreto de Potassio (Vetec Ltda, Rio de Janeiro, BR) 49
Sulfato de magnésio com 7 H,O (Vetec Ltda, Rio de Janeiro, BR) 29
Agua tridestilada g.s.p. 400mL

As solucbes foram preparadas separadamente, reunindo-se inicialmente as solugdes A

e B e, em seguida a solucdo C, mantendo-se em agitagdo constante. Para cada litro de solucéo

foram adicionados 20mL de solugdo aquosa de vermelho de fenol a 1% a 2 mL de

cloroférmio como preservativo. Apos o preparo, a solucdo estoque foi diluida 10 vezes em
agua tridestilada, autoclavada a 115°C durante 20 minutos. O pH de solugdo foi ajustado a 7,2

com solucdo de bicarbonato de sodio 1,4%.
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4.5 IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA (IFI)

As células inoculadas foram submetidas ao teste de imunofluorescéncia para
identificacdo e/ou confirmacgdo da presenca do virus, utilizando anticorpos monoclonais tipo-
especificos para DENV-1 a 4 (Gubler et al., 1984).

4.5.1. Metodologia

Promoveu-se o descolamento das células inoculadas, com auxilio da pipeta Pasteur.
Aproximadamente 0,025mL da suspensdo celular foi colocado sobre um dos 10 circulos
existentes nas laminas de 26x76 mm (Biolab Merieux, New Zealand). A Lamina foi seca a
temperatura ambiente durante a noite, no dia seguinte as laminas foram fixadas em acetona
P.A. (Merck, Darmistadt, Germany) por 20 minutos a -20°C, em seguida foram secas em
temperatura ambiente.

No dia seguinte, inicialmente foi adicionado 20 uL dos “pools” de monoclonais
(dengue 1-4) ou , do inglés “mouse immune ascitic fluid” (MIAF) diluido 1:50 em PBS pH
7,5. As Laminas foram incubadas em cadmara Umida a 37°C durante 30 minutos, em seguida,
retirou 0 excesso de anticorpos, lavando 2X com PBS, pH7,2, e deixou secar em temperatura
ambiente. Posteriormente, adicionou-se 20 puL de anti-lgG de camundongo conjugado com
fluoresceina (FITC- Antibodies Incorporated, Davis, USA) diluido em 1:20 de preto de
naftaleno 12B 0,1%, incubando em cémara Umida a 37°C durante 30 minutos, retirou o
excesso do conjugado, lavando 2X com PBS, pH7,2, e deixou secar em temperatura ambiente.
Em seguida enxagou-se rapidamente em &gua tipo Il, para a montagem da lamina com
laminula em glicerol tamponado, para posterior observacdo em microscopio de
imunofluorescéncia.

Para a tipagem viral foi colocado 0,025mL da suspensdo celular sobre um dos 10
circulos existentes nas laminas de 26x76 mm (Biolab Merieux, New Zealand). A Lamina foi
seca a temperatura ambiente durante a noite, no dia seguinte as laminas foram fixadas em
acetona P.A. (Merck, Darmistadt, Germany) por 20 minutos a -20°C, em seguida foram secas
em temperatura ambiente.

Foram adicionados 20 pL dos anticorpos monoclonais (diluido em PBS pH 7,5 - 1x
concentrado) para os quatro sorotipos de dengue em orificios distintos (Ex. monoclonal de
DENV-1 no orificio 1; monoclonal de DENV-2 no orificio 2; e sucessivamente até o

monoclonal de DENV-4. No orificio 5 pingou PBS pH 7,2 (1x concentrado) e no orificio 10
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pingou o “pool” de monoclonais ou MIAF). As Laminas foram incubadas em cdmara umida a
37°C durante 30 minutos, em seguida, retirou o excesso de anticorpos, lavando 2X com PBS,
pH7,2, e deixou secar em temperatura ambiente. Posteriormente, adicionou-se 20 pL de anti-
IgG de camundongo conjugado com fluoresceina (FITC- Antibodies Incorporated, Davis,
USA) diluido em 1:20 de preto de naftaleno 12B 0,1%, incubando em camara Umida a 37°C
durante 30 minutos, retirou o excesso do conjugado, lavando 2X com PBS, pH7,2, e deixou
secar em temperatura ambiente. Em seguida enxagou-se rapidamente em &gua tipo Il, para a
montagem da lamina com laminula em glicerol tamponado, para posterior observacdo em
microscopio de imunofluorescéncia.

As laminas foram observadas em microscépio Optico de epifluorescéncia (Zeiss,
Alemanha), com aumento de 400 vezes, equipado com lampada de mercurio de alta pressdo
HBO 50W e jogo de filtro convencional (FT 510/LP 520).

4.5.2 Tampao Salina Fosfato 10X (Phosphate Buffer Saline-PBS)

Tabela 4.8: Reagentes utilizados para o preparo do Tampaéo Salina Fosfato 10X

Reagentes Vol/Peso
Cloreto de sddio (Vetec Ltda, Rio de Janeiro, BR) 80,09
Cloreto de potéassio (Vetec Ltda, Rio de Janeiro, BR) 209
Fosfato de potassio monobasico (Vetec Ltda, Rio de Janeiro, BR) 209
Fosfato de sodio (Vetec Ltda, Rio de Janeiro, BR) 1159
Agua tridestilada q.s.p. 1L

Ap0s autoclavagdo a 121°C durante 20 minutos (latm), a solucdo foi conservada a

temperatura ambiente.

A solucdo deve ser diluida 1:10, para que a mesma seja utilizada 1x concentrada.
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4.5.3 Glicerol Tamponado

Tabela 4.9: Reagentes utilizados para o preparo de Glicerol Tamponado

Reagentes Vol/Peso
Glicerol (Vetec Ltda, Rio de Janeiro, BR) 9 volumes
Tampao Salina Fosfato pH 7,5 1 volume

Apds o preparo, a solucdo foi conservada a temperatura ambiente.
4.5.4 Preto de Naftaleno 1% em Tampao Salina Fosfato

Tabela 4.10: Reagentes utilizados para o preparo de Preto de Naftaleno

Reagentes Vol/Peso
Preto de Naftaleno (BDH Chemicals Ltda, England) 109
Tampao salina fosfato pH 7,5 g.s.p. 100 mL

Apos distribuicdo em frascos de 10mL, as solucbes foram autoclavadas a 115°C
durante 15 minutos e estocadas a temperatura ambiente. Para uso, esta solu¢do foi diluida 10x

no mesmo tampao.

4.6. ENSAIO IMUNOENZIMATICO
4.6.1 Captura de anticorpos da classe IgM anti-DENV

Os anticorpos IgM foram detectados pela técnica imunoenzimatica de captura de IgM,
utilizando-se o kit ELISA-IgM anti-dengue ® (PanBio, Pty., Ltd., Brisbane, Australia).

4.6.1.a Metodologia

Em placa de 96 pocos ja sensibilizada com anti-lgM humana, foi adicionado 100uL da

amostra diluida em diluente da amostra (10uL de soro em 1000uL do diluente da amostra
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diluido) e mesma diluicdo ¢ aplicada para os controles e calibradores. Foi aplicado 100uL
controles negativo, positivo e para os calibradores em seus respectivos pocos. Logo em

seguida a placa foi incubada durante uma hora a 37°C.

Apds a incubacdo a placa foi lavada seis vezes com Tampdo de Lavagem, logo em
seguida foi adicionado 100uL do complexo antigeno-anticorpo monoclonal M conjugado
(antigeno-MAb) em cada poco, incubando a 37°C, durante uma hora. Posteriormente a placa
foi lavada seis vezes com Tampao de Lavagem. Foi pipetado 100uL, em cada pogo, do
substrato TMB, incubando durante dez minutos a temperatura ambiente, onde formara uma
coloracdo azul. Apds esse tempo foi adicionado 100uL da Solug¢do para Interrupgdo da
enzima, mudando de cor azul para amarelo. Dentro de 30 minuto foi realizada leitura visual e
em espectrofotdmetro, utilizando comprimento de onda de 450 nm (Multiskan MCC, Thermo
Electron Corporation) e titulos de IgM anti-DENV foram determinados, de acordo com o

fabricante.

4.6.2 Deteccao de anticorpos da classe 1gG anti-DENV

Foi utilizado o ensaio imunoenzimatico para a detec¢do de anticorpos da classe 1gG
anti-DENV conforme descrito por Miagostovich et al. (1999).

A classificacdo da resposta imune como priméria ou secundéria é resultante da analise
dos titulos de IgG de acordo com o nimero de dias de doenca ap0s o inicio dos sintomas,

conforme a figura 4.1, ou com a observacéo da cinética de anticorpos IgM e IgG.

Dias apés o inicio dos sintomas
<5dias 6-9dias | = 10dias

< 160 < 10.240 < 40.960 Primaria

=160 | = 10.240 >40.960 Secundaria

Resposta Imune

Titulos de IgG

Figura 4.1: Critérios para interpretacdo do tipo de resposta imune de acordo com os titulos de
IgG e dias de doenca apds o inicio dos sintomas (Miagostovich et al., 1999).
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4.6.2.a Metodologia

Microplacas Immulon Il (Dynatech Ind.) foram lavadas uma vez com PBS pH 7.4.
Foram adicionados 0,1mL de fluido ascitico hiperimune (mistura de anti-DENV-1, DENV-2,
DENV-3 e DENV-4) diluido em tampéao carbonato/bicarbonato 0,1M pH 9.6 e as placas
foram incubadas em camara umida a 4 °C por 18 horas.

Ap06s 3 lavagens com PBS pH 7,4 os pocos da placa foram bloqueados adicionando-se
diluente padrdo (PBS pH 7.4, Tween 20 a 0,05%, soro normal de cabra a 3%). Apos
incubacdo em camara Umida por 1 hora a 37°C, 0,075 mL de uma mistura de antigeno
(DENV-1, DENV-2 e DENV-3) diluida em diluente padrdo, foram aplicadas a cada orificio e
as placas foram incubadas em cdmara Umida por 1 hora a 37°C.

Apo6s serem lavadas 3 vezes em PBS 7,4, 0,1mL de soro diluido 1:40 em tampdo de
diluicdo (PBS pH 7.4, Tween 20 a 0,05%, leite em p6 desnhatado a 3%) foi adicionado ao
primeiro orificio e 0,075 mL nos orificios restantes. Foram realizadas diluicBes seriadas na
razdo 4, até o ultimo orificio, transferindo e misturando 0,025 mL da amostra.

As placas foram incubadas em cadmara Umida por 1 hora a 37°C, lavadas 3 vezes com PBS
7,4 e 1 vez com diluente padrdo. Foram adicionados 0,04mL de anti-lgG humano conjugado
com peroxidase (Sigma Chemical Company, St. Louis, USA), diluido 1/1500 em tampé&o de
diluicdo.

Apo0s incubacdo em camara Umida por 1 hora a temperatura ambiente, as placas foram
lavadas 6 vezes com PBS pH 7,4 e 0,1 mL de substrato, resultante da mistura de iguais
volumes de ABTS (2,2' -azino-di[3-etil-benthlazoline sulfonate]) e perdxido de hidrogénio
(Kirkegaard & Perry Laboratories) foi adicionado a cada orificio. Apés 30 minutos a
temperatura ambiente foi realizada leitura visual e em espectrofotometro, utilizando
comprimento de onda de 410 nm (Multiskan MCC, Thermo Electron Corporation) e titulos de
IgG anti-DENV determinados, de acordo com as diluicdes maximas obtidas para cada

amostra.

4.6.3 Captura de antigenos NS1

Para detec¢do do antigeno NS1 foi utilizado o teste Platelia™ Dengue NS1 Ag (Bio-Rad)
e que € um método imunoenzimatico em fase Unica, do tipo sanduiche. O teste utiliza

anticorpos monoclonais de camundongo (Mab) para a captura e a revelagéo.
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4.6.3.a Metodologia

Foram adicionados a cada orificio previamente sensibilizado com Mab (anticorpo
monoclonais de camundongo), 50 uL do diluente, 50 puL do soro e 100 uL do conjugado
simultaneamente. As placas foram incubadas durante 90 minutos a 37°C. Na presenca do
antigeno NS1 na amostra, forma-se um complexo imune Mab-NS1-Mab/peroxidase. Apos as
6 lavagens, a presenca do complexo imune é revelada por adi¢do de 160uL, em cada pogo, de
uma solucdo reveladora (Tetrametilbenzidina/ H202). Apds 30 minutos de incubacdo a
temperatura ambiente, a reagdo ¢ parada por adigdo de 100 uL da solucéo de parada (H2SO04).

A DO (Densidade Otica) obtida a 450/620 nm é proporcional a quantidade de antigeno
NS1 presente na amostra testada. A presenca do antigeno NS1 numa amostra individual €
determinada por comparacéo entre a DO da amostra com a DO do controle.

O valor de corte corresponde ao valor médio das densidades Opticas das duplicatas de
calibradores. Os resultados sdo expressos sob a seguinte forma, divide-se o valor da densidade
Optica da amostra pelo valor da média dos calibradores. Os valores calculados e com
resultados <0.5, 0.5 — 1.0, e > 1.0 sdo definidos como negativo, inconclusivo e positivo,

respectivamente.
4.7.EXTRACAO DO RNA VIRAL

O RNA viral foi extraido de amostra de soro plasmatico, utilizando o kit comercial
QlAamp Viral RNA Mini Kit, (Qiagen, Alemanha) de acordo com protocolo descrito pelo

fabricante.

4.7.1. Metodologia

Em um tubo tipo epperdorf de 1,5 mL foram adicionados 560 puL de Tampdao de Lise
AVL+ 5,6 uL de Carrier/AVE; 140 uL do soro. A suspensao foi homogeneizada e incubada
por 10 minutos a temperatura ambiente. Foram adicionados 560 pL de alcool etilico PA a
100% e a suspensdo foi homogeneizada. 630 pL da mistura foram transferidos para uma
coluna previamente numerada. Apos centrifugacdo por 1 minuto a 8000 rpm o eluido do tubo
coletor foi desprezado. Novo tubo coletor foi colocado na coluna e os 630 L restantes da
mistura foram transferidos para a coluna. Apds centrifugacdo por 1 minuto a 8000 rpm o
eluido foi descartado e a coluna foi transferida para novo tubo coletor. Adicionou-se 500 pL

do Tampdo de lavagem AW1 e ap6s centrifugagdo por 1 minuto a 8000 rpm o eluido foi
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descartado. Adicionou-se 500 uL do Tampéo de lavagem AW2 e apos centrifugagdo por 3
minuto a 14000 rpm o eluido foi descartado. A coluna foi transferida para novo tubo coletor e
apos centrifugacdo por 1 minuto a 14000 rpm, a coluna foi transferida para um tubo tipo
eppendorf de 1,5 ml previamente identificado. Adicionou-se 60 pL de Tampéo de eluicdo
(AVE) e apo6s centrifugacdo por 1 minuto a 8000 rpm a coluna foi descartada e 0 RNA a -
70°C.

4.8. TRANSCRICAO REVERSA SEGUIDA DA REACAO EM CADEIA PELA
POLIMERASE (RT-PCR)

Foi utilizada a metodologia descrita por Lanciotti et al. (1992) para deteccdo e tipagem
dos DENV a partir dos espécimes clinicos. Este protocolo detecta os quatro sorotipos
simultaneamente em um procedimento “semi-nested”, gerando produtos amplificados
(amplicons) com tamanhos especificos em pares de base (pb) para cada sorotipo dos DENV.
Em uma primeira etapa, foram utilizados oligonucleotideos iniciadores consensuais (D1 e D2)
para os quatros sorotipos dos DENV, complementares as seqiiéncias dos genes C e prM. No
procedimento nested, sdo utilizados iniciadores especificos TS1, TS2, TS3 e TS4 para 0s
DENV-1 a 4, respectivamente (Tabela 4.11). Os produtos obtidos ap6s a amplificacdo por
RT-PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5%, corados com brometo de
etideo, revelados em luz UV.

Tabela 4.11: Oligonucleotideos iniciadores utilizados na transcri¢cdo reversa seguida pela
reacdo em cadeia pela polimerase (RT-PCR) para a tipagem dos virus dengue (Lanciotti et
al.,1992).

Oligonucleotideo ) Posicéo Tamanho do amplicon

o Sequéncia

iniciador no genoma | (em pares de base [pb])
D1 (+) 5’- TCAATATGCTGAAACGCGGAGAAACCG- 3’ 134-161 } 511
D2 () 5’- TTGCACCAACAGTCAATGTCTTCAGGTTC-3 616-644
TS1(-) 5’- CGTCTCAGTGATCCGGGGG- 3 568-586 482 (D1 + TS1)
TS2 () 5’- CGCCACAAGGGCCATGAACAG- 3 232-252 119 (D1 + TS2)
TS3(-) 5’- TAACATCATCATGAGACAGAGC- 3’ 400-421 290 (D1 + TS3)
TS4 () 5- CTCTGTTGTCTTAAACAAGAGA - 3° 506-527 392 (D1 + TS4)
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4.8.1. Metodologia

Em um tubo tipo epperdorf de 200 pL foram adicionados 5 pL do RNA extraido. Este foi

aquecido, em bloco térmico, a 75°C por 5 minutos e posteriormente foi mantido em banho de

gelo. Em seguida, adicionou-se 45uL da mistura RT-PCR, conforme tabela 4.12.

Posteriormente colocou-se 0os microtubos no termociclador, conforme o ciclo da tabela 4.13

Tabela 4.12: Reagentes utilizados na RT-PCR

Mistura para RT-

Mistura para Semi-

Reagentes PCR (1X) nested (1X)
Agua livre de nucleases (Promega) 34,39 uL 33,12 uL
10 X PCR Buffer sem Mg*" (Gibco) 4L 4 uL
10 mM desoxinucleotideos (ANTPs) (Gibco) 4 uL 4 uL
0,1 M Dithiothreitol (DTT) (Gibco) 0,25 pL -
10 uM iniciador D1(Gibco) 0,13 pL 0,13 L
10 uM iniciador D2(Gibco) 0,13 L -
10 uM iniciadores TS1-4(Gibco) - 0,5 pL
40 U/pL RNAsin(Gibco) 0,25 pL -
5 U/uL Tag DNA Polimerase(Gibco) 0,25 pL 0,25 pL
2,5 U/uL enzima AMV-RT(Gibco) 0,1 uL -
50 mM Cloreto de magnésio(Gibco) 1,5uL 1,5uL

Tabela 4.13: Pardmetros de ciclagem da RT-PCR

Parametros para a RT-PCR

Temperatura Tempo

42°C 60 min
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94°C 30 sec

56° C 1 min 30
72°C 2 min

72°C 10 min 1

4°C Até Retirar do Termociclador

Numa segunda etapa de amplificacdo (Semi-nested PCR), para tipagem dos virus
dengue, diluiu-se os produtos, em microtubos de 1,5 mL diluir os produtos obtidos em 1:100
(5 pL produto e 495 pL agua free).

Em microtubos de 200 pL, adicionou-se 45 pL da mistura semi-nested PCR e 5 pL do
produto da primeira reacéo diluido. Colocou-se os microtubos no termociclador, conforme o
ciclo da tabela 4.14

Tabela 4.14: Pardmetros de ciclagem da Semi-nested PCR

Parametros para a Semi-nested PCR

Temperatura Tempo Ciclo
94°C 30 sec
56°C 1 min 18
72°C 2 min
72°C 10 min 1
4°c Ate Retirar do Termociclador

Apos a semi-nested realizou-se a tecnica de eletroforese em gel de agarose (1,5%),
onde numa bandeja acrilica adicionou-se a mistura de 1,5 g de agarose com 100 mL de TBE
(0,5X), onde foi previamente aquecido e solubilizado, quando a mistura estava resfriada foi
adicionado 5 pL de brometo de etideo. Apos a solidificagéo, colocou-se o gel imerso em TBE
(0,5X) na cuba de eletroforese.

Aplicou-se 10 pL da reacdo, obtida apds a semi-nested, + 2uL azul de bromofenol e
procedeu a eletroforese a 100 V-50mA /45 min. No primeiro orificio, aplicou-se 3,5 pL do
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peso molecular + 2 pL azul de bromofenol. Ap6s a corrida realizou-se a captura da imagem

num trans-iluminador, leitura feita em luz UV.

4.8.2 10 mM desoxinucleotideos (ANTPs)

Tabela 4.15: Diluicéo dos desoxinucleotideos em 10mM

Reagentes
Peso/Vol
dNTP estoque
25 pL
Agua livre de nucleases
900 pL

Adicionar 25 pL de cada dNTP estoque a 900 pL de H,O. Homogeneizar bem e estocar
a—20°C.

4.8.3. Gel de agarose 1% em TBE 0,5X

Tabela 4.16: Reagentes utilizados para o preparo do Gel de agarose

Reagentes
Peso/Vol
Agarose (Sigma, St. Louis, USA)
19
Solucédo de TBE (0,5x)
100 mL

Em um erlenmeyer, dissolver a agarose em TBE 0,5X, aquecendo a solugdo microondas
(temperatura maxima) por 2 min.. Resfriar a solucdo e adicionar 5 pL de brometo de etidio
1%.

4.8.4. Diluicdo do padrao de peso molecular

Para utilizacdo, o peso molecular (100pb DNA ladder) (Gibco BRL, Gaithersburg,

USA) foi diluido 1/10 com agua livre de nucleases.
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4.9. RT-PCR QUANTITATIVO EM TEMPO REAL PELO SISTEMA TAQMAN
(gQRT-PCR)

A concentracdo RNA viral foi estimado pela quantificacdo absoluta do DNA
complementar, realizada pela técnica de qRT-PCR em um Unico etapa, sistema TagMan, onde
primeiramente ocorre a transcricdo do RNA viral em DNA complementar e posterior
amplificacdo do cDNA. Os iniciadores ¢ a sonda marcada com os corantes 3’FAM e
5’TAMRA (Tabela 4.17.), especificos para DENV-2, foram descritos por Poersch et
al.(2005). Os mesmos foram validados, testando sua sensibilidade e especificidade.

Tabela 4.17: Iniciadores, da regido E (Envelope), utilizados para a reacdo de qRT-PCR em
tempo real (Sistema TagMan ™) aplicados nos DENV-2 (Poersch et al., 2005).

INICIADORES SEQUENCIA POSICAO
DEN2-R 5-ACCATAGGAACGACACATTTCC-3 864-885
DEN2-F 5-CAACGCATTGTCATTGAAGGA-3 923-943
DEN2-P FAM-5-AGGGCCTTGATTTTCATCTTACTGACAGC-3-TAMRA  888-916

4.9.1 Curva Padréo

As amostras controle de DENV-2, cepa 40247, utilizada nos experimentos, para a
construcdo da curva padrdo, foram cedidas por Bio-Manguinhos, onde foram previamente
cultivadas em Vero e tituladas por plaqueamento, com o titulo de 8,7X10° PFU/mL.

Para o preparo da curva padrdo, foi aplicado o modelo descrito por Johnson e
colaboradores (2004 e 2005), onde 1 RNA infeccioso corresponde a 1 PFU. Foram aplicados

os célculos, abaixo, para verificar a quantidade de RNA real utilizada na reacdo final:

Para 140pL, utilizado na Extracao:

1000UL ----====mmmmmmmmmmmmomoeoeeee e 8,7x10° PFU/mL
(U ——————— X




X=1,2x10° PFU/ mL, eluido em 60 uL de tampé&o de eluicdo (AVE)

Para 5pL, utilizado na Reagéo:

X=1,0x10° PFU/Reacéo

Foram realizadas diluicdes seriadas, 1:10, (10°-10°) do RNA padr&o viral, diluidos em
tampado de dilui¢do. Inicialmente foram utilizados todos os controles diluidos para determinar
o limiar de deteccdo, onde foi possivel visualizar a amplificacdo até a concentracio de 1072
Logo, foi estabelecido 5 pontos na curva padréo partindo da concentracdo inicial de 10* até
10°,

4.9.2 Tampao de diluicdo para Curva Padrao

Tabela4.18.Reagentes utilizados para o tampao de diluicdo para a Curva Padréao

Vol
Reagentes
Reaction Mix (Invitogen) 100ul
H.O livre de nucleases (Promega) 890l
RNaseOUT(Gibco) 10ul

4.9.3 Metodologia da gRT-PCR em tempo real

A reacdo foi realizada conforme indicacdo do fabricante, com concentragdes ideais dos
iniciadores e sonda determinadas por ensaios de otimizacdo. Numa microplaca oOptica (PE
Applied Biosystems — Foster City, California, EUA), de 96 micropogos, primeiramente,
foram adicionados 20ul da mistura, reagentes conforme a tabela 4.19, contendo os

iniciadores, sonda, dgua e o kit SuperScript Il Platinum One-Step Quantitative RT-PCR
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(Invitogen Corporation, USA) em cada poco. Logo apos, foram acrescentados 5ul do RNA
extraido, obtendo assim um volume final de 25ul/ reacdo. Cada amostra e controles foram
aplicados em triplicatas. Apds a montagem da placa, coloca-se o filme, do inglés “Optical
Adhesive Cover”, (PE Applied Biosystems — Foster City, California, EUA), na parte superior
para selagem, logo em seguida é levada em centrifuga de placa, colocando na opcdo de
“spin”. As placas foram colocadas na plataforma ABI PRISM 7500 e 7500 fast, para a reagédo
de gRT-PCR em tempo real, seguindo os parametros de ciclagem disponiveis na tabela 4.20 e

posterior coleta de dados e analise dos resultados.

Tabela 4.19: Reagentes utilizado na gqRT-PCR em tempo real

Concentracao ul/ tubo
Reagentes

Reaction Mix(Invitrogen) 2X 12,5
H.,O(Promega) 3,65
MgSO*(Invitogen) 5mM 1
Sonda DEN2-P(Sigma) 300nM 0,75
RNaseOUT(Gibco) 0,5
Primer DEN2-F(Sigma) 200nM 0,5
Primer DEN2-R(Sigma) 200nM 0,5
Super Script 11l RT/ Platinum Taq Mix

0,5
(Invitogen)
ROX Reference Dye *(Invitogen) 50nM 0,1

Tabela 4.20: Pardmetros de ciclagem da gRT-PCR em tempo real
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Temp Tempo Ciclo
Etapas

45°C 30 min 1 ciclo
RT
Ativacdo da Enzima 95°C 10 min 1 ciclo

3 95°C 15 seg

Desnaturacao 45 ciclos
Anelamento/Extenséo 57°C 1 min
Extenséo final 72°C 1 min 1 ciclo
Temperatura final 25°C 9 min -

4.10. RT-PCR PARA A TECNICA DE SEQUENCIAMENTO

O RNA viral extraido do soro foi amplificado em uma etapa Unica de acordo com

protocolo descrito por dos Santos et al. (2002).

4.10.1. Iniciadores

Os oligonucleotideos iniciadores descritos por Aradjo et al., 2009d (Tabela 4.21)
foram utilizados para a amplificacdo dos genes C/prM/M/E (iniciadores regido 1 a 4) e do
genoma completo (iniciadores regido 1 a 15). Os iniciadores foram desenhados para
amplificar fragmentos de aproximadamente 900 pares de base (pb), com regides sobrepostas
de aproximadamente 200 pb. Alternativamente, para o sequenciamento dos genes C/prM/M/E

foram utilizados os iniciadores descritos por dos Santos et al., 2002 (Tabela 4.22).
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Tabela 4.21: Sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores utilizados na sintese de cDNA

para amplificagcdo dos genes C/prM/M/E e do genoma completo dos DENV-2

Iniciador Primer sense A (5’- 3°) Primer antisense B (5’- 3°) Posicdono  Amplicon
Regido genoma (pb)
1 CGT GGA CCG ACA AAG ACA GA GGA GCG ACG GCT GTC AGT AA 14— 906 892
2 GAT CAG TGG CAC TCG TTC CA CTC CGG GTAGCCATGGTAAC 708 — 1586 878
3 ATG GCA CTG TCA CGA TGG AG CAC TAT CAG CCTGCACCATAGCT 1467 — 2405 938
4 GGA TCC CTG GGA GGA GTG TT TCC ATT GCT CCA GAG GGT GT 2202 — 3106 904

Tabela 4.22: Sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores utilizados na sintese de cDNA

para amplificacdo dos fragmentos sobrepostos do gene C/prM/M/E dos DENV-2 (dos Santos

etal., 2002).
Posicdo  Amplico
Iniciador Primer sense (5°- 3°) Primer antisense (5°- 3°)
no n (pb)
genomaa

D2-1+ D2-2 CAGATCTCTGATGAATAACCAACG GGGGACACTTGTACGTGATTGT  87-601 514
D2-3+D2-4 CAATCACGTACAAGTGTCCCCT CAGTACTTCCTTAGGGTGGCA 581-1115 534
D2-5+ D2-6 CCTGCCACCCTMGGAAGTACT GCAGGTCTAGGAACCATTGCCT 1093-1583 490
D2-7+D2-8 GGTTCCTAGAACTGCCRT CGGCTCTACTCCTATGATGAT 1571-2088 517
D29+ D2-10 GCCGGGACAATTGAAGCTCAA GATYCCACAAATKCCCTCT 2085-2573 488

4.10.2. Metodologia

Em um tubo tipo eppendorf foram adicionados 45 pL da mistura para a RT-PCR

(Tabela 4.23) e acrescentados 5 pL de RNA extraido. Os tubos foram imediatamente

colocados no bloco aquecido do termociclador (GeneAmp modelo 9700, Applied Biosystems,

Foster City, CA, EUA) para a realizacdo da transcricdo reversa e amplificacdo. As condigdes

de termociclagem consistiram de um ciclo de transcri¢do reversa a 42° C por 60 min, seguido

de quarenta ciclos de 30 seg a 94 °C, 1 min a 63 °C e 2 min a 72 °C com uma extensgo final
de 10 mina 72 °C.
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Tabela 4.23: Reagentes utilizados na transcricdo reversa seguida da reacdo em cadeia pela
polimerase (RT-PCR) para amplificacdo do gene E e do genoma completo dos DENV-2.

Reagentes Volume

Agua livre de nucleases (Promega Corporation, 14 ul
Madison, EUA)

10 uM iniciador Sense ( Invitrogen, EUA) 2,5 ul
10 uM iniciador Antisense (Invitrogen, EUA) 2,5 ul
5 U/ul enzima AMV-RT (Promega Corporation, 1ul
Madison, EUA)

Accessquick Master Mix™ (2x) (Promega Corporation, 25 ul
Madison, EUA)

Volume final 45l

4.10.3. Andlise dos amplicons

Para a analise dos amplicons, foi realizada eletroforese a 100Vpor 45 minutos onde
10ul do produto amplificado acrescido com 1ul de azul de bromofenol (Sigma Chemical
Company, St. Louis, EUA) foi aplicado em gel de agarose (Invitrogen, EUA) a 1% em Tris-
Acido Borico-EDTA 0,5 X, acrescido de brometo de etidio 0,1% (Sigma Chemical Company,
St. Louis, EUA). Os amplicons foram visualizados em transiluminador com luz ultravioleta e

a imagem foi registrada em capturador de imagens Biorad, EUA.

4.10.4. Purificacéo de produto de PCR para reacao de sequenciamento por extracdo em
gel de agarose

Na presenca de mais de um amplicon na andlise por eletroforese em gel de agarose, o
amplicon de interesse foi cortado e foi realizada a purificacdo do DNA utilizando o kit

QIAquick Gel extraction Kit (Qiagen, Alemanha).
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4.10.4.a Metodologia

O fragmento de DNA de interesse foi cortado do gel de agarose com lamina limpa e
pesado em um tubo incolor. Foram adicionados 3 volumes de Tampdo QG para 1 volume de
gel (100mg ~ 100 pL), ou seja, 300 pL para 100mg de gel. O fragmento foi incubado a 50°C
por 10 minutos com agitagdes em vortex a cada 2- 3 minutos. Ap6s a completa dissolucéo do
gel, a coloracdo da mistura foi checada, tendo que estar com a coloragdo do Tampédo QG
(amarela). Caso a mistura estivesse laranja ou violeta, 10 pL de 3M acetato de sodio era
adicionado. Foi adicionado 1 volume isopropanol e as colunas foram colocadas nos tubos de
coleta. A suspenséo foi transferida para a coluna e centrifugada por 1 minuto a 13000 rpm em
microcentrifuga. O eluido do tubo coletor foi descartado e 500 pL de tampdp QG foi
adicionado na coluna. Apo6s centrifugacdo por 1 minuto a 13000 rpm, 750 yuL de Tampédo PE
foram adicionados. Apo6s nova centrifugacdo por 1 minuto a 13000 rpm o eluido foi
descartado. Apds incubacgdo de 2 a 5 minutos, nova centrifugacdo foi realizada. A coluna foi
transferida para um microtubo tipo eppendorf de 1,5 mL previamente identificado, e 0 DNA
purificado foi eluido pela adicdo de 30 pL de agua livre de RNases e DNases. Apoés

centrifugacdo por 1 minuto a 13000 rpm, o0 DNA foi estocado a -20 °C até utilizacdo.

4.10.5. Purificacdo de produto de RT- PCR diretamente da reacdo de RT-PCR para

reacao de sequenciamento

Caso o produto de amplificacdo da RT-PCR apresentasse apenas o amplicon de
interesse, a purificacdo do DNA era realizado diretamente do produto de RT-PCR utilizando o
kit comercial QIAquick PCR purification Kit (Qiagen, Alemanha).

4.10.5.a. Metodologia

Foram adicionados 5 volumes do Tampdo PB a 1 volume da reacdo de PCR (250 pL
de Tampao para 50 pL de reagédo e a mistura homogeneizada. A mistura foi transferida para a
coluna e apds centrifugacdo por 1 minuto a 13000 rpm, o eluido foi descartado. Foram
adicionados 750 pL de Tampdo PE a coluna e apds centrifugagdo por 1 minuto a 13000 rpm o
eluido foi descartado e a coluna transferida para um microtubo tipo eppendorf de 1,5 mL
previamente numerado. O DNA foi eluido pela adicdo de 30 pL de agua livre de RNases e
DNases, incubacdo por 1 minuto a temperatura ambiente e centrifugacdo por 1 minuto a
13000 rpm. O DNA purificado foi estocado a -20 °C ate utilizacao.
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4.10.6. Quantificacdo do DNA

Para a quantificagdo do DNA purificado (resultante de purificagdo direta do produto
de PCR ou do gel-purificacdo), o DNA foi submetido a eletroforese em gel de agarose
(Invitrogen, EUA) a 2% em Tris-Acido Bdrico-EDTA TBE 1X corado com brometo de etidio
por 40 minutos a 100V. No primeiro orificio do gel foi aplicando 4 ul do peso molecular de
massa “Low Mass DNA” (Invitrogen, Carlsbad, CA) e 4 ul do DNA a ser quantificado nos
demais orificios. Os amplicons foram visualizados em transiluminador com luz UV e a
imagem foi registrada em capturador de imagens Biorad, EUA. A concentracdo do DNA foi
estimada de acordo com a comparagdo com a concentracdo apresentada pelo peso molecular

de massa.

4.10.7. Reacéo de sequenciamento do DNA

Apdbs quantificacdo os fragmentos de DNA amplificados foram sequenciados em
ambos os sentidos utilizando o kit “BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction
kit” (Applied Biosystems, EUA), Tabela 9. As condic¢des de termociclagem consistiram de 30
ciclos de 96°C a 30 seg, 50° C a 1 min e 60°C por 4 min.

Tabela 4.24: Reagentes utilizados reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) para

sequenciamento do genes C/prM/M/E e do genoma completo dos DENV-2.

Reagentes Volume

Agua livre de nucleases (Promega Corporation, 20 pulg.s.p
Madison, EUA)

3.2 pmol iniciador Sense ( Invitrogen, EUA) 2 ul

3.2 pmol iniciador Antisense (Invitrogen, EUA) 2 ul

BigDye Terminator Versdo 3.1 (Applied Biosystems, 1ul

EUA)

DNA purificado 2-8 ul
(dependente da
concentragao)
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Volume final 20yl

4.10.8. Purificagdo e precipitacio de DNA para remociao de “dye terminators” ndo

incorporados

Ap0s a reacdo de sequenciamento, o DNA foi purificado utilizando colunas Centri-
Sep (Princeton Separations, EUA).

4.10.8.a Metodologia

Inicialmente foi realizada a hidratacdo da coluna. Apds remocdo da tampa superior da
coluna, foram adicionados 800 uL de agua livre de RNases e DNases. Apds homogeneizar
por inversdo, as colunas foram incubadas por 30 minutos a temperatura ambiente (entre 20-
25 °C). Ap6s incubagdo, as tampas superior e inferior da coluna foram removidas. O eluido
foi descartado e a coluna foi centrifugada a 3000 rpm. A coluna foi posteriormente transferida
para um microtubo tipo eppendorf de 1,5 mL, previamente identificado e o todo o volume da
reacdo de sequenciamento transferido para a coluna. Apés centrifugacdo por 2 minutos a 3000
rpm, a coluna foi descartada e o DNA purificado foi seco a 37°C por 18 horas. O DNA foi
ressuspenso em 10 uL de formamida Hi-Di (Applied Biosystems P/N 4311320) e apds
aquecimento por 2 minutos a 95 °C, o DNA foi mantido em banho de gelo até que fosse
aplicado na placa para seqlienciamento. O sequenciamento foi realizado em seqlenciador
automatico Applied Biosystems Prism 3100 (Perkin-Elmer, Applied biosystems, Foster City,
CA) da Plataforma Gendmica de Sequenciamento de DNA PDTIS/FIOCRUZ.

4.10.9. Andlise filogenética

A andlise dos eletroferogramas gerados foi realizada utilizando o Programa Chromas

versdo 1.45 (http://www.technelysium.com.au/chromas14x.html). O alinhamento multiplo foi

realizado utilizando o Programa CLUSTAL W (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/).

As arvores filogenéticas foram construidas utilizando o Programa MEGA 4 (Tamura

et al., 2007). Foi estipulado um “bootstrap” de 1000 pseudoréplicas utilizado o método
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“Neighbor-joining”, modelo Tamura Nei. Para a andlise filogenética individual dos genes foi

utilizado o modelo “Maximum likelihood (ML)”.

4.11 ANALISES ESTATISTICAS

Foram utilizados os testes estatisticos Analise de Variancia (ANOVA), teste- t e qui-
quadrado, com erro maximo adotado para os testes de o = 5% (p<0,05. O programa estatistico

utilizado no processamento e analise dos dados foi 0 SPSS-PC versao 18.

4.12 CONSIDERACOES ETICAS

As amostras de soro e virus isolados utilizados neste estudo provém da demanda
espontanea do Laboratorio de Flavivirus, IOC/FIOCRUZ, Centro de Referéncia Regional para
Dengue e Febre Amarela, armazenados, a -70°C, apds a realizacdo de testes diagndsticos. O
estudo teve aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa (CEP 274/05) da Fundagfo Oswaldo

Cruz, Ministério da Saude, sendo aprovado pela resolucdo CSN196/96.
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5. RESULTADOS

Foram incluidos neste estudo 102 soros de casos de DENV-2, confirmados
previamente pelos metodos de isolamento viral e/ou RT-PCR. As amostras
compreenderam dois periodos distintos, 1990-2002, quando havia a circulacdo de apenas
uma linhagem de DENV-2 (linhagem 1) e o periodo de 2007-2011, quando foi identificada
a introducdo de uma segunda linhagem (11) de DENV-2.

As idades variaram de 1 a 88 anos e em relacdo ao sexo, 49% (50/102) eram
homens e 51% (52/102) mulheres.

Através da deteccdo de anticorpos da classe IgG anti-DENV e do MAC-ELISA, os
102 casos estudados tiveram sorologia indicativa de infeccdo priméaria em 29,4% (30/102)
e secundaria em 70,6% (72/102) dos casos.

Do total de casos estudados, 39 (38%) foram classificados como dengue grave e 63
(62%) como dengue, segundo a classificacdo do DENCO (OMS, 2009) e conforme
apresentados nas tabelas 5.1. e 5.2.

Tabela 5.1: Definicdo dos casos graves de DENV-2 de acordo com apresentacao clinica/

evolucéo

Sinais e Sintomas n %

Obitos 21 53,8
Choque 6 15,4
Hipotenséo 4 10,2
Alteracdo do SNC 2 51
Sindrome respiratoria 1 2,5
Hemorragias graves 5 12,8
Total 39

Tabela 5.2: Definicdo dos casos de DENV-2 de acordo com seus sinais e sintomas

Sinais e Sintomas n %

Cefaléia 48 76,2
Febre 46 73,0
Mialgia 44 69,8
Prostracéo 29 46,0
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Dor Retro-Orbitaria 28 44.4

Artralgia 27 42,8
Nauseas/\Vémito 24 38,1
Anorexia 22 34,9
Astenia 20 31,7
Exantema 13 20,6
Lombalgia 13 20,6
Diarréia 11 17,5
Parestesia 02 3,2
Edema 01 1,6
Prurido 01 1,6
Total 63 casos

5.1 Avaliacao das diferentes metodologias na confirmacéo dos casos estudados

O RNA viral foi detectado pelo método de gRT-PCR em tempo real em todas as
amostras testadas. Com o objetivo de comparar os resultados obtidos no gRT-PCR em
tempo real em termos de positividade e periodo de deteccdo, quatro métodos de
diagndstico de dengue foram utilizados nas amostras que apresentassem volume suficiente.
Os métodos escolhidos foram: captura de antigeno NS1, captura de anticorpos IgM,
deteccdo de anticorpos 1gG, isolamento viral, RT-PCR e qRT-PCR em tempo real. O teste
de captura de antigeno NS1 confirmou 75,5% (74/98) dos casos estudados de 0 a 7 dias. A
técnica de captura de IgM confirmou 40,2%(41/102, ja a técnica de deteccdo de IgG
detectou 74,5%(76/102), o isolamento viral em cultura de células C6/36, 68,3% (56/82) e
a técnica de RT-PCR 89,6% (78/87) dos casos. O qRT-PCR foi capaz de detectar virus

durante toda a fase aguda da doenca.

O NS1 foi o método que apresentou melhor sensibilidade na confirmacgéo dos casos
de dengue independente de ser dengue ou dengue grave. Foi interessante observar que
alguns métodos apresentaram um melhor desempenho nos casos de dengue do que dengue
grave, como pode ser visto no isolamento viral, que teve maior taxa de isolamento nos
casos de dengue do que os casos de dengue grave. Também notamos que o teste captura de
IgM confirmou mais casos de dengue grave do que de dengue. Ja a técnica de gRT-PCR
foi capaz de detectar 100% tanto dos casos de dengue como 0s casos de dengue grave.

Os percentuais de confirmacédo da infeccdo por dengue por diferentes metodologias

e classificagdo clinica dos casos estdo presentes na tabela 5.3.
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Na tabela 5.4. observa-se a positividade de acordo com o dia de obtencdo das

amostras.

Tabela 5.3: Resultados das amostras dos casos segundo a classificagdo clinica e o

diagnostico laboratorial

Técnica de Diagndstico Dengue grave Dengue
lgG 69,29%(27/39) 71,4% (45/63)
IgM 41,0%(16/39) 28,6% (18/63)
NS1 82,096(32/39) 71,2% (42/59)
ISOL 61,3%(19/31) 72,5% (37/51)
RT-PCR 96,1% (25/26) 86,9% (53/61)
gRT-PCR 100%(39/39) 100% (63/63)

Tabela 5.4 Amostras positivas para DENV-2 de acordo com o teste diagndstico e

positividade em relacdo ao dia de inicio de sintomas.

Dia 19G IgM NS1 ISOL RT-PCR gqRT-PCR
0 100%(01/01)  1009%(01/01)  100%(01/01) 0% (0/1) 100%(01/01) 100%(01/01)
1 83,3%(20/24)  16,69%6(4/24)  65,49%(15/23)  76,19%(10/14)  98,7% (17/18)  100%(24/24)
2 44,0% (11/25) (ii%’) 75% (18/24)  91,3%(21/23)  76,2% (16/21)  100%(25/25)
3 88,2% (15/17)  29,4%(5/17)  75%(12/16) 57,1%(8/14) 87,5%(14/16)  100%(17/17)
4 88,2% (15/17)  41,1%(7/17)  87,5%(14/16)  78,6%(11/14) 100% (15/15) 100%(17/17)
5 55,5% (5/9)  44,4%(4/9) 88,8% (8/9) 55,5%(3/7) 100%(8/8) 100%(9/9)
6 60,0%(3/5) 60,0%(3/5) 92%(4/5) 58,4%(2/5) 75%(3/4) 100%(5/5)
7 50,0%(2/4) 75%(3/4) 68,7% (2/4) 42,2%(1/4) 100%(4/4) 100%(4/4)

74,5%(76/102
Total ) 40,29%(41/102) 75,5%(74/98)  68,3%(56/82)  89,6%(78/87)  100%(102/102)

5.2 Teste de Especificidade do protocolo de gRT-PCR descrito por Poersch et al.

(2005)

Para o teste de especificidade foram utilizadas amostras de DENV-1, DENV-3,

DENV-4 e o0 virus da Febre Amarela. O qRT-PCR apresentou uma especificidade de 100%
para 0 DENV-2, Tabela 5.5.
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Tabela 5.5 Teste de especificidade do protocolo do gRT-PCR em tempo real para a
deteccéo de DENV-2.

Virus Positividade
DENV-1 0% (0/3)
DENV-2 100% (102/102)
DENV-3 0% (0/3)
DENV-4 0% (0/3)

FA 0% (0/3)

5.3 Curva padrao

Para a preparagdo da curva padrdo foi aplicado o modelo descrito por Johnson e
colaboradores (2004 e 2005). Inicialmente obteve-se um controle de RNA quantificado
com base nos titulos obtidos por PFU, considerando que uma molécula de RNA infeccioso
corresponde a um PFU. Contudo para o qRT-PCR em tempo real, além do RNA
infeccioso, é quantificado o RNA n&o-infeccioso, produzido durante o processo de
replicacdo viral e ndo incorporado aos novos virions. Estudo realizado por Linen et al.
(2008), estima que 1 PFU corresponde a 300 copias de RNA.

Na tentativa de obtencdo de um controle de RNA foram realizadas quantificacdes
de RNA viral utilizando-se um espectrofotdmetro, aparelho Picodrop®. Contudo, 0s niveis
de RNA obtidos foram discrepantes quando correlacionado com a diluicdo da curva
padrdo. Dessa forma mantivemos a metodologia descrita por Johnson e colaboradores
(2004 e 2005).

A curva apresentou 0s seguintes parametros: coeficiente angular da reta (Slope) = -
3,478 e R? (Coeficiente de determinacéo da reta)= 0,997. A eficiéncia da reacdo alcancou
93,9% (Figura 5.1).
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Figura 5.1 Curva padréo da gRT-PCR em tempo real utilizando dilui¢des seriadas de fator

10 do RNA padrao equivalentes as concentracdes de 0,1 a 10%

O perfil de amplificacdo da curva foi dado pelo Ct crescente correlacionado com a
concentragdo decrescentedo RNA padrdo viral, demonstrado pela figura 5.2.
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1,00E+05 1,00E+04 1,00E+03 1,00E+02 1,00E+01 1,00E+00  1,00E-O1

Figura 5.2 Perfil de amplificagdo da curva padrdo analisando a rela¢do de concentragéo de
RNA padrdo com o Ct.
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5.4 Carga viral em relacdo aos dias de inicio da doenca e apresentacéao clinica

Quando comparado os dias de doenca e a carga viral, no total de 102 casos, néo foi

possivel determinar uma relacdo significativa entre estas duas variaveis, figura 5.3. No

entanto, quando correlacionamos dias de doenca com a classificacdo final do caso segundo

a evolucdo clinica houve uma relagdo significativa no 5° e 6° dias de doenca (p =0,04 para

0 5°diaep=0,01para o 6° dia de doenca), tabela 5.6.

Dia de Carga Viral (Copias

doenca de RNA/mL) ?
0 1,50 x10* 1 0,16
1 2,88 x10*06 24 0,79
2 2,05 x10*™ 25 0,53
3 3,54 x10%03 17 0,44
4 1,59 x10*07 17 0,97
5 1,31x10%0¢ 9 0,79
f 1,42x10%93 5 0,35
7 1601003 4 0,70

1,00E+08
LOOE+07
1,00E+06
1,00E+05
1,00E+04
1,00E+03
1,00E+02
1,00E+01

LOOE+00

2,88E+06

1,50E+03

1,59E+07

3,54E+05

2,05E+04

1.31E+06

1,24E+03

1,60E+03

2 3 4
Copias de RNA/mL

Figura 5.3: Relacéo do dia de doenca com a carga viral.

Tabela 5.6: Relacdo do dia do inicio de doenca com a classificacdo final do caso

segundo evolucdo clinica

Dias de doenca Classificacéo p
0 Dengue Grave (2) -
1 Dengue Grave (8) e Dengue (16) 0,40
2 Dengue Grave (5) e Dengue (20) 0,48
3 Dengue Grave (5) e Dengue (12) 0,48
4 Dengue Grave (8) e Dengue (9) 0,16
5 Dengue Grave (6) e Dengue (3) 0,04
6 Dengue Grave (4) Dengue (1) 0,01
7 Dengue Grave (2) e Dengue (2) 0,43




5.5. Relacéo da variavel idade com a carga viral

Pela distribuicdo da quantificacdo da carga viral por faixa etdria dos casos
estudados utilizando-se um intervalo de 5 anos, observou-se um aumento da carga viral na
idade acima dos 11 anos, embora ndo tenha sido observado significancia estatistica
(p=0,16), tabela 5.7

Tabela 5.7: Relacéo da variavel idade com a carga viral

Idade n Carga Viral (copias de RNA/mL)

0-5 anos 2 5,86 x10°"
06-10 anos 5 9,10 x10%
11-15 anos 11 5,88 x10%
16-20 anos 8 2,24 x10%
21-30 anos 12 5,40 x10%
31-40 anos 19 3,28 x10%
41-50 anos 13 2,48 x10"
acima de 51 anos 15 2,03 x10%

5.6. Relacdo da variavel sexo com a carga viral
Nédo foi observada uma relacdo entre o sexo dos pacientes com a carga viral

quantificada (p =0,09). O sexo masculino apresentou 6,63 x10% cépias de RNA/mL para

5,00x10% copias de RNA/mL do sexo feminino, figura 5.5.
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Figura 5.4: Relacéo da variavel sexo com a carga viral.

5.7 Relagédo da resposta imune com a carga viral

Embora a carga viral presente nas respostas secundarias (4,80 x10% cépias de
RNA/mL) tenha sido dez vezes maior do & observada na resposta priméria (4,06 x10%
copias de RNA/mL),ndo houve diferencas estatisticas entre elas (p =0,105), figura 5.5.

Log Copias de RNA/mL

| J | ]
Primaria Secundaria
Resposta Imune

Figura 5.5: Resposta imune em casos confirmados de DENV-2 relacionado com a
carga viral.

5.8. Relagéo carga viral e a evolucdo clinica: Dengue e Dengue grave

Embora a carga viral dos casos de dengue grave (8,78x10% cdpias de RNA/mL)
tenha sido maior do que a carga viral dos casos de dengue (2,48x10% cépias de RNA/mL),
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ndo houve diferencas estatisticas entre a quantificacdo da carga viral e as formas clinicas (p
=0,16) (figura 5.6).
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Figura 5.6: Classificacdo dos casos estudados relacionado com a carga viral.
5.9. Relacéo da Linhagem com a carga viral

Quando estudamos as amostras separadas por periodo, ou seja, periodo | amostras
de 1990 a 2002 (Linhagem 1) e periodo Il amostras de 2007-2011(Linhagem 1I), foi
possivel identificar uma carga viral maior nas amostras do segundo periodo o que coincide
com o periodo em que foi detectada a circulacdo da linhagem Il de DENV-2 (carga viral de
7,10x10% copias de RNA/mL) quando comparado com os resultados das amostras do
perfodo I, em que havia a circulacdo predominante da linhagem I (carga viral de 4,70x10%
copias de RNA/mL) (p=0,001) (Figura 5.7).
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Figura 5.7 Linhagens dos casos estudados relacionado com a carga viral

5.10. Analise dos casos da Linhagem |

A correlagéo entre classificacdo da doenca com a carga viral, das amostras que
pertencem a ao periodo de circulacdo da Linhagem 1, ndo apresentou diferencas
significativas entre estes grupos, da mesma forma ocorreu com a resposta imune deste
grupo. (tabela 5.8)

Tabela 5.8. Analise das variaveis pertencentes aos casos da linhagem |

Carga Viral Carga Viral
o o Resposta o
Classificacdo (copias de p n (copias de p n
Imune
RNA/mL) RNA/mL)
Primaria 2,2x10% 12
Dengue 5 0x10% 0,140 37 0,530
’ Secundaério 7,2x10% 25
Denaue Primaria 4,6x10% 05
Gra%e 3,9x10* 0,140 15 0,140
Secundario 5,7x10% 10
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5.11. Analise dos casos da Linhagem 11

Na correlagcdo da classificagdo da doenga com a carga viral das amostras que
correspondiam ao periodo de circulacdo da linhagem Il, foi possivel observar que as
amostras dos casos classificados como dengue grave, apresentaram uma carga viral maior
do que as amostras dos casos de dengue. Porém, quando correlacionamos cada grupo,
separadamente, com a resposta imune, ndo foi possivel visualizar diferencas estatisticas

entre elas. (tabela 5.9)

Tabela 5.9 Andlise das variaveis pertencentes aos casos da linhagem 11

Carga Viral Carga Viral
o o Resposta .
Classificagéo (copias de p n (copias de p n
Imune
RNA/mL) RNA/mL)
Priméria 6,7x10% 06
Dengue 5,2x1005 0,242 26 0,910
Secundario 6,5x10% 20
Denaue Primaria 1,7x10% 07
Gra%e 14x10” 0,001 24 0,280
Secundario 1,9x10"” 17

5.12. Andlise dos casos do periodo de circulacdo da Linhagem 11 e a sua relacédo entre

a Resposta Imune e a Classificacdo da doenca
Através da andlise de variancia foi possivel identificar que 0o aumento da carga
viral, dos casos graves, esta diretamente relacionado ao periodo de circulacdo da Linhagem

I1, ndo apresentando interferéncia da variavel resposta imune (Tabela 5.10).

Tabela 5.10 Analise de variancia aplicada aos casos graves da linhagem |1

Fonte de Variagédo SQ GL QM F p
Entre todos os grupos 23,925 3 7,975 2,496 0,006
Resposta Imune 0,600 1 0,600 0,188 0,578
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Linhagem 22,177 1 22,177 6,940 0,001

Interagdo 1,148 1 1,148 0,359 0,442
Dentro (erro) 111,236 58 1,918
Total 135,161 61

5.13. Relagdo entre a Densidade Otica (DO) do teste de Captura do antigeno NS1 com

a gravidade da doenca

Quando correlacionamos a DO do NS1 com a apresentacdo clinica néo
encontramos diferencas entre amostras dos dois grupos (dengue e dengue grave), tabela
5.11. O mesmo resultado foi encontrado quando correlacionamos com as duas linhagens
(Tabela 5.12.).

Tabela 5.11 Analise da relacdo da DO com a Apresentacao Clinica

Classificacéo Meédia da DO Mediana n
Dengue Grave 3,48 2,89 37
Dengue 3,49 3,36 59

Tabela 5.12 Anélise da relagdo da DO com a Linhagem

Linhagem Média da DO Mediana n
Linhagem | 3,54 3,40 47
Linhagem II 3,53 2,62 49

5.14. Analise Filogenética dos grupos estudados

Com o intuito de confirmar que os casos estudados eram de periodos

correspondentes a cada linhagem, foi realizado o seqiienciamento da regido do envelope de
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duas amostras de cada grupo, ou seja, analisamos as sequéncias de casos de dengue e
dengue grave de 2001-2002 e 2010- 2011 (tabela 5.13).

Tabela 5.13 Casos utilizados para o sequenciamento na confirmacéao das linhagens

Registro Ano Classificacao GenBank (NCBI)
72471 2001 Dengue Grave JQ710659
75103 2002 Dengue HQ012522-1

692/2010 2010 Dengue Grave JQ710658

056/2011 2011 Dengue JQ710657

Através da analise filogenética, foi confirmada a presenca

distintas nos periodos de 1990-2002 e 2007- 2011, figura 5.9.
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6. DISCUSSAO

Desde a introducdo do DENV no Brasil em 1982, mais de sete milhdes de casos da
doenga ja foram notificados e nas ultimas duas décadas o Brasil tem sido responsavel por
mais de 60% do total dos casos de dengue notificados do continente Americano (PAHO
2008, San Martin et al., 2010, SVS, 2011).

Particularizando o estado do Rio de Janeiro, nos ultimos 20 anos, o estado foi
marcado por extensas epidemias e as primeiras notificacbes de casos de dengue
hemorragico e de dbitos se deu em 1990, poucos meses depois do isolamento do primeiro

caso de DENV-2 em abril daquele ano.

Apos a introducdo do DENV-2 seguiu-se uma epidemia no ano 1990-1991, e duas
outras epidemias associadas a este mesmo sorotipo ocorreram em 1998 e 2008. Embora o
DENV-2 tivesse um papel importante na epidemiologia de dengue para o pais, acrescido
ao fato de que ocorreu apos a epidemia de DENV-3, a epidemia de 2008 foi considerada a
mais grave do pais, ndo apenas em nimero de casos notificados, como também em nimero
de casos graves e fatais (Teixeira et al., 2009; SVS, 2009).

Naquele ano, somente o estado do Rio de Janeiro foi responsavel pela notificagdo
de 255.818 casos de dengue e taxa de letalidade duas vezes maior do que a registrada
durante a epidemia de DENV-3 (SVS, 2009). Durante a epidemia de DENV-2 observou-

se, também, a diminuicdo da faixa etaria para menores de 15 anos.

A analise filogenética das cepas de DENV-2 isoladas durante as epidemias de 1990,
1998 e 2008 no estado do Rio de Janeiro, demonstrou que apesar de pertencerem ao
mesmo genétipo (Americano/Asiatico), os virus isolados a partir de 2007 eram
geneticamente distintos e, agrupados em uma nova linhagem diferente dos virus isolados
nos anos de 1990 e 1998. Esses achados indicaram a emergéncia de uma nova linhagem de
DENV-2 no estado (Oliveira et al., 2010). A extensdo deste estudo com amostras de
DENV-2 representativas do Brasil durante os dltimos 20 anos foram corroborados por
Faria (2011).

Neste novo cenério, alguns fatores foram determinantes para o desenvolvimento
deste estudo: i) a gravidade da epidemia de DENV-2 em 2007-2008; ii) a identificacdo de
uma nova linhagem de DENV-2 a partir de 2007 ; iii) a teoria descrita por Rosen (1997)
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de que a evolucdo genética do virus dentro de cada sorotipo pudesse dar origem a cepas
epidémicas ou mais virulentas sendo essas responsaveis pelo aparecimento de formas mais
graves de dengue; iv) a teoria da infecgdo sequencias proposta por Halstead (1970) que
postula que infecces sequenciais heterotipicas resultariam em quadros mais graves pelo
aumento da infeccdo facilitada pelo anticorpo e patologia vascular; v) a inexisténcia até a
presente data de estudos realizados comparando viremia produzida por linhagens distintas

dentro de um mesmo genotipo e a sua associa¢do com a gravidade da doenca.

Varias teorias tentam explicar a ocorréncia de casos graves de dengue e duas delas
sdo mais amplamente discutidas: a teoria relacionada a viruléncia de amostras (Rosen,
1977) e a teoria das infec¢bes sequenciais (Halstead, 1970). Rosen (1977 e 1986) postula
que a viruléncia pode variar de uma cepa para outra, em cada um dos sorotipos, e que a
gravidade era explicada pela viruléncia destas linhagens, mas ndo correlaciona este fator
com aspectos imunoldgicos do hospedeiro. Ambas as teorias predizem o aumento da
replicacdo viral em pacientes com a forma mais grave da doenca e a ocorréncia de elevados

niveis de viremia, seja por caracteristicas virais ou do hospedeiro.

Considerando a gravidade da epidemia de DENV-2 em 2008 e baseado nos pontos
condutores previamente citados, o objetivo principal desse projeto foi investigar se a
linhagem de DENV-2 introduzida no pais a partir de 2007 pode ter contribuido para este
perfil epidemioldgico de maior gravidade. Neste contexto, 0 método de gRT-PCR em
tempo real foi utilizado para determinar a carga viral produzida pelas duas cepas de
DENV-2 (classificadas como linhagem 1 e 1) circulantes em periodos distintos no estado
do Rio de Janeiro e, correlaciond-las com a gravidade da doenga. Também foram

comparadas as variaveis: resposta imune, idade, sexo e dias de doenca.

6.1. Gravidade x Viremia

Diversos estudos tém buscado identificar padrdes clinico-epidemioldgicos e
laboratoriais preditivos de gravidade da dengue, correlacionando-o0s com niveis de viremia
(Vaughn et al.,1999 e 2000; Sudiro et al., 2001; Murgue et al.,2000; Nisalak et al.,2003;
Endy et al.,2004; Wang et al.,2006; Thomas et al.,2008; Araujo et al., 2009c; Thai et
al.,2010; Fried et al.,2010; Tricou et al.,2011)

Na literatura os primeiros trabalhos onde se procurou estabelecer o papel da viremia

durante as infec¢fes causada pelos virus dengue foram realizados na década de 70 durante
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epidemias ocorridas nos anos de 1975 e 1978 em Jakarta, na Indonésia por Gubler et al.
(1981), analisando a viremia causada pelos sorotipos 1, 2 e 3 em 153 pacientes. Naquela
época foram utilizados métodos cléssicos de inoculagdo em mosquitos. Embora os autores
tivessem observado que titulos variavam desde niveis ndo detectaveis & 10MIDso/ml ndo
ficou estabelecida a relacdo entre viremia e gravidade da doenca. (Gubler et al. 1981 apud
Araujo, 2006).

Estudos de quantificacdo viral do dengue realizados por Vaughn et al. (1999,
2000), Wang et al. (2003), Aradjo et al., (2009c), entre outros, evidenciaram uma

correlacdo entre quantidade de particulas virais e gravidade da doenca.

No entanto, este € o primeiro trabalho onde se associa titulo de viremia produzido

por linhagens distintas, dentro de um mesmo gendtipo, com a gravidade da doenca.

Quando quantificamos as amostras de soro provenientes de casos graves de
DENV-2 do periodo de 2007 a 2011 (linhagem IlI) verificamos que estes apresentaram uma

carga viral maior do que a dos casos graves do periodo anterior, 1990-2002 (linhagem I).

Nossos resultados estdo de acordo com os descritos por OhAinle et al., 2011, em
um estudo conduzido na Nicardgua em que foi observado que o aumento na gravidade dos

casos de dengue coincidia com a introducdo da nova linhagem de DENV-2 no pais.

6.2. Resposta imune x Viremia

Halstead (1970) propde que os casos de FHD/SCD ocorreriam em pacientes que
tém anticorpos presentes de uma infeccdo por outro sorotipo, que formam
imunocomplexos com o virus infectante, facilitando a endocitose viral, seguido da

replicacéo.

Neste contexto diversos estudos tem associado infeccdes secundarias com o
aumento do risco de FHD/SCD (Sangkawibha et al., 1984; Thein et al., 1997) no entanto,

na nossa casuistica ndo foi possivel identificar esta correlagéo.

Zagne et al, 1994 estudando 56 casos de FHD/SCD em Niteréi demonstrou que

55/56 foram classificados como infecgéo do tipo secundaria.

Em 2003, Nisalak et al. concluiu que infec¢fes do tipo secundaria apresenta um

risco de cinco vezes maior para a ocorréncia de FHD do que em infeccdo primaria.
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Embora Vaughn et al., (1999, 2000), Thomas et al., (2008), e Tricou et al., (2011)
tenham observado uma maior viremia nas amostras provenientes de casos de infecgdo
sequencial, nesse estudo os niveis de viremia das infeccGes primérias e secundarias ndo
tiveram diferencas significativas (p= 0,105) quando comparamos os resultados das

quantificacbes das duas linhagens (Fig 5.5)

Embora a literatura sugira a ocorréncia de quadros graves de dengue com infecgdes
seqlienciais de DENV-2 nesta casuistica isso ndo foi observado e a presenca de anticorpos
contra os sorotipos do virus do tipo 1 ou 3 ja circulantes amplamente no Rio de Janeiro ndo
induziu um maior nivel de viremia nos casos com imunidade prévia a um desses dois

sorotipos.

Dessa forma nossos achados discordam do que foi observado pelo grupo de
OhAinle, 2011 em que descrevem maior gravidade em criangas com imunidade prévia a
DENV-3 quando estas foram infectadas pelo DENV-2. Além disso, eles também
observaram a correlacdo de gravidade e viruléncia nos casos que eram imunes a DENV-1

quando estes foram infectados pelo DENV-2 que circulava anteriormente.

No entanto, Wang et al., (2003) em Taiwan e Sudiro et al., (2001) em criangas na
Tailandia obtiveram resultados similares aos nossos, ndo evidenciando nenhuma relagédo

entre a resposta imune com a gravidade da doenca.

Murgue et al., (2000) realizaram um estudo prospectivo com criangas infectadas
com DENV-2, na Polinesia Francesa durante um surto de DENV-2 e ndo encontraram
associacdo significativa entre carga viral e duracdo da viremia. Da mesma forma nao
observaram relacdo entre resposta imune do tipo primaria e secundaria com a gravidade.

Estudos posteriores realizados por Wang et al., (2006) associaram a diminuicdo da
carga viral com os casos de FHD, sugerindo que ha um aumento na taxa de “clearence”

viral, confirmado pelo aumento de anticorpos IgG e IgM nestes pacientes.

Varios estudos foram realizados associando sorotipo infectante com a gravidade da
doenga como, por exemplo, o realizado em 2010 na Tailandia por Fried et al. em criancas
de 6 meses a 15 anos, durante um periodo de 12 anos de infecgdo por dengue,
demonstraram uma associagdo do DENV-2 e DENV-3 com a FHD quando comparados
com os sorotipo 4.

Araujo et al., 2009c observaram que a carga viral encontrada em casos graves e
obitos (logio 12,5 copias de RNA/mL) por DENV-3 era maior que a encontrada nos casos

ndo fatais (logio 7,9 copias de RNA/mL). A correlacdo entre o tipo de infeccdo (priméria
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ou secundaria) e os niveis de RNA viral nos casos ndo fatais, a média dos niveis de RNA
foi significativamente maior em casos classificados como infecgdo priméaria em
comparagdo aos casos com infec¢do secundaria. Os autores concluiram que uma répida
ativacdo da resposta imune nos casos classificados como infeccdo secundaria e
conseqiente diminuicéo da viremia.

Somente apo6s a introdugdo do DENV-2 (genotipo Asiatico) no Rio de Janeiro em
1990, € que casos graves e Obitos comegaram a ser notificado, esse nimero aumentou com
a introducdo do DENV-3, no entanto apds a introducdo da nova linhagem de DENV-2
(linhagem I1) é que se observou o aumento 2 vezes maior na taxa de letalidade por dengue
no estado. A seqliéncia do sorotipo infectante DENV-3/DENV-2 pode ter contribuido para
a selecdo desta nova linhagem, como parte do processo evolutivo dos virus dengue que

pode resultar no estabelecimento das cepas mais virulentas.

Por outro lado, ndo podemos descartar que 0 aumento na taxa de letalidade tenha
sido um reflexo em parte do colapso dos servicos de salde publica pelo grande nimero de
casos ocorridos durante aquela epidemia, entretanto a viruléncia da amostra deve ter

contribuido.

6.3. Idade x Viremia

De acordo com um estudo realizado em Cuba (Guzman et al., 2002), o risco de uma
crianca morrer durante uma infeccdo secundaria pelo virus dengue sorotipo 2 ¢é
aproximadamente 15 vezes maior que o risco em adultos. Esses resultados demonstram
que a idade é uma importante variavel nas infec¢fes secundarias.

Por outro lado, o aumento da gravidade em maiores de 65 anos foi descrita por
Garcia-Rivera e Rigau-Pérez (2003) em Porto Rico, demonstrando que idosos possuem 6
vezes mais risco de ébito que adultos-jovens e quase 2 vezes mais que lactentes.

Devido a mudanca no perfil epidemioldgico da epidemia de 2008, com mudanca da
faixa etaria de adultos jovens para menores de 15 anos (Teixeira et al., 2009), investigamos
se poderia haver alguma correlagéo entre idade e carga viral.

Embora néo significativos foi possivel identificar um aumento da carga viral em
individuos na faixa etaria acima de 11 anos observando-se uma média de 5,88x10%.

Criancas até 10 anos de idade apresentaram uma média de 4,84x10% cépias de
RNA/mL. Por outro lado pacientes de 11 a 88 anos apresentaram carga viral minima de
2,03 x10%e méxima 2,48 x10%" cépias de RNA/mL.
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Wang et al., (2003) em estudos realizados com 20 pacientes, com idades
compreendidas entre 23 a 70 anos, ndo observaram diferencas entre os niveis de RNA
plasmaético e a idade, no entanto os autores consideram que o n amostral fosse pequeno e
pudesse ter influenciado nos resultados desse estudo.

Em 2008, Thomas et al. utilizou 175 pacientes acima de 15 anos, provenientes da
Martinica, e da mesma forma ndo evidenciaram nenhuma relagéo entre a idade e a
gravidade da doenca. Estes achados estdo de acordo com 0s nossos resultados e o0s
descritos por Wang et al., (2003).

Hammond et al., (2005), estudando uma populacdo de 3.173 casos suspeitos de
dengue na Nicaragua, composta de criangas e adultos, identificaram infecgdes secundarias
como fator de risco de FHD em criangas, mas ndo em adultos, sugerindo um padrdo de
doenca com carater diferente entre adultos e criancgas.

Whitehorn e Simmons, 2011 relatam que a idade € um fator importante para dengue
grave e 6bito, e que criancas vietnamitas de 1-5 anos tinham quatro vezes mais chance do

que no grupo de 11-15 anos das formas graves.

6.4. Sexo x Viremia

Fatores fisioldgicos, imunoldgicos e comportamentais podem contribuir para uma
taxa de mortalidade substancialmente maior em mulheres.

De acordo com estudo realizado por Anders et al., (2011) no Vietna, associou um
maior risco de gravidade no sexo feminino, com uma prevaléncia de 1,19 maior quando
associado a SCD do que o sexo masculino e de 1,57 maior de evoluir ao dbito.

No nosso estudo incluimos um grupo homogéneo quanto ao sexo, sendo 51%
(52/102) de pacientes do género feminino, destes 15 foram classificadas como dengue
grave e 37 como dengue e 49% (50/102) do género masculino, onde 24 eram casos
graves e 26 dengue branda. Ndo observamos diferencas estatisticas. Desta forma neste
estudo o sexo ndo foi um fator determinante para a gravidade corroborando com os
achados de Wang et al., (2003) e Thomas et al., (2008).

6.5. Dias de inicio de sintomas x Viremia

Estudos anteriores observaram a correlagdo com a quantificacdo da carga viral com

o0 dia de doenga, como descritos por Vaughn et al.,(2000).
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No presente estudo ndo foi possivel obter uma relacdo direta entre o dia da
obtencdo do soro com a magnitude da carga viral, embora tenhamos encontrado os titulos
mais elevados no 1° dia de doenca (2,88 x10% copias de RNA/mL) e no 4°dia (1,59 x10
copias de RNA/mL) esta diferenca ndo foi significativa quando correlacionamos com 0s

outros dias de doenca. Figura 5.3

Em outra analise, onde correlacionamos dias de inicio dos sintomas com a
apresentacdo clinica da doenca, se observamos que o 5° e 6° dias de doenga estdo
associados a gravidade da doenca, com valor significativo estatisticamente (p =0,04 para o
5° dia e p = 0,01 para o 6° dia de doenca), embora tenham apresentando uma carga viral
(5° dia com carga viral igual & 1,31x10% cépias de RNA/mL e 6° com 1,42x10% cépias de

RNA/mL) inferior daquelas encontradas no 1° e 4° dias de doenca. Tabela 5.6 e Figura 5.3

No entanto, ndo podemos descartar que este achado resulte de um viés, pois no
grupo amostral, os soros colhidos no 5° e 6° dias de pacientes com a forma grave de
dengue foram maiores do que o0s pacientes que apresentaram sintomas classicos da doenca.
Tabela 5.6 e Figura 5.3

6.6. NS1 x Apresentacdo clinica da dengue

Duong et al., (2011) correlacionou a viremia com o nivel de NS1 em criangas até
16 anos, e observou que os casos de FHD estavam correlacionados com uma baixa DO do
antigeno NS1. Tendo em vista a disponibilidade dos resultados de NS1 na populacdo
estudada que é uma das ferramentas de confirmacéo da infeccéo por dengue, aproveitamos
para analisar esta varidvel. Neste trabalho ndo encontramos nenhuma relagdo de gravidade

da doenca com baixa ou alta DO de deteccdo do antigeno NS1.

A possibilidade de se estudar dois momentos epidemioldgicos distintos com a
circulacdo de um mesmo sorotipo DENV-2 e mesmo gendtipo (Americano de origem
Asiatica), porem, com duas linhagens diferentes, possibilitou concluirmos que o virus € um

fator importante na complexa dinamica da gravidade da doenca.

O fato de ndo encontramos associagéo entre tipo de infeccdo, a idade, 0 sexo e dias
de doenca com gravidade e carga viral durante o periodo em que circulou apenas a
linhagem I, reforca a nossa tese de que a linhagem Il é mais virulenta e foi um fator

importante para a gravidade dos casos.
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Certamente esta complexa interacdo entre a genética viral e determinante

imunoldgicos ainda sera objeto de muitos estudos.
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7. CONCLUSOES

v" A viremia induzida pelo DENV-2 linhagem |1 foi mais elevada do que a linhagem

I quando se comparou os dois periodos 1990-2000 e 2007-2011

v A viremia dos casos de dengue grave causados pelo DENV-2 linhagem Il foram
significativamente mais elevada do que os casos graves de dengue causado pela

linhagem 1

v' A viremia de ambas as linhagens | e Il ndo demonstrou relacdo quanto as

variaveis: sexo, idade, dias de doenca e tipo de resposta imune (primaria e secundaria)

v' A andlise filogenética de 4 amostras de DENV-2 do periodo de 1990-2002 e
2007- 2011 confirmou uma relacdo temporal entre ambas ndo havendo co- circulacao

das linhagens na coorte estudada.

v O virus DENV-2 linhagem II, foi um fator importante na patogénese dos casos de
dengue grave que ocorreram apds a re-emergéncia deste sorotipo no estado do Rio de

Janeiro no ano de 2007.
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8. PERSPECTIVAS

Com caracteristicas de hiperendemicidade, o Brasil além dos 4 sorotipos de dengue,
novas linhagens de virus (DENV-2, DENV-1) foram identificadas e associadas de forma

temporal ao aparecimento de formas mais graves da doenga.

Ap0s sucessivas epidemias de dengue no estado do Rio de Janeiro que iniciaram
em abril de 1986 mais de 1.000.000 casos ja foram notificados. No momento todos os
quatro sorotipos de dengue ja foram isolados sendo o Gltimo deles o sorotipo 4 (DENV-4)

isolado em marc¢o de 2011 no municipio de Niteroi.

A atual situacdo do DENV-4 que representa um percentual significativo (60%) dos
virus identificados no estado do Rio de Janeiro justifica o estudo do impacto deste novo

sorotipo na populagdo em especial em relagéo as formas néo usuais da doenga.

Da mesma forma considerando que o DENV-1 re-emergiu no pais e que ano de
2010 este sorotipo foi responsavel pela maior epidemia de dengue na regido das Américas

a patogenia deste sorotipo merece igualmente ser melhor compreendida.

Neste contexto a analise de fatores determinantes na dispersédo destes sorotipos, re-
emergéncias/ alternancia e sua consequéncia do ponto de vista da patogenia para uma

regido densamente povoada como o Rio de Janeiro e fundamental.
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