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RESUMO

A infeccdo por dengue virus (DENV) tem sido considerada atualmente a mais
importante arbovirose no mundo. Até o presente momento foram descritos quatro
diferentes sorotipos do DENV: DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4. A infeccdo
pelo DENV pode produzir uma ampla variedade de distarbios a febre do dengue ou
formas graves da doenca, como a febre hemorragica do dengue (FHD) e sindrome
do choque do dengue (SCD), onde os quatro sorotipos de DENV podem causar
desde uma infec¢@o assintomatica até FHD e SCD. A patogénese da FHD/SCD é
multifatorial e varios estudos mostram algumas hipéteses para explicar as
manifestacbes mais graves na infecgcdo por DENV: (i) fatores virais, (ii) associagao
entre FHD/SCD em casos de infeccdo heterotipica pelo DENV e (iii) fatores do
proprio hospedeiro, que poderiam estar relacionados a resposta imune. Estudos que
buscam entender o porqué de pacientes com dengue apresentarem diferentes
prognésticos sdo de grande importancia para a Saude Publica. Embora a doenca
causada por DENV seja considerada um grande problema de saude publica, ainda
ndo estdo disponiveis drogas antivirais e vacinas a fim de tratar ou prevenir a
infecgcdo. O combate do vetor tem sido ineficiente, permitindo o aparecimento de
novas epidemias. A cidade de Juiz de Fora vem passando por diversas epidemias
de dengue nos ultimos anos, com o registro de casos graves e Obitos. Diante deste
contexto, este trabalho visou investigar os fatores sorolégicos e genéticos
relacionados com a predisposicdo ao desenvolvimento das formas graves de
dengue em Juiz de Fora. Em setembro e outubro de 2013 e fevereiro e maio de
2014, amostras de sangue total foram coletadas. As amostras foram estudas para
estudos de SNPs, pequisa de anticorpos e do DENV. No grupo estudado, foi
observada uma soroprevaléncia de 16,1%. Foram detectados genotipos
predisponentes e gendtipos protetores de FHD, nos genes FCyRlla, JAK-1 e
DCSIGN, em moradores de Juiz de Fora, entretanto, ndo foi observada associagao
desses gendtipos individualmente e/ou em combinagdo com a distribuicdo de
género, diferentes regides de Juiz de Fora onde os participantes residiam e relato de
apresentacdo de sintomas de dengue pelos pacientes. Foram detectados trés
pacientes que apresentaram material genético de DENV. O conhecimento de areas
e pessoas predispostas & FHD constituem informagdes valiosas do ponto de vista
epidemiolégico e na estruturagdo de politicas publicas que visem o controle da
dengue.

Palavras-chaves: Dengue virus. Fatores predisponentes a dengue grave. SNPs.
Detecgédo molecular de DENV.



ABSTRACT

Dengue virus infection (DENV) is considered the most important arbovirose in the
world and the greatest impact on public health. Four different serotypes of DENV:
DENV-1, DENV-2, DENV-3 and DENV-4 have been described. DENV infection may
produce a wide variety of disorders, dengue fever or severe disease, such as dengue
hemorrhagic fever (DHF) and dengue shock syndrome (SCD). Any of the four DENV
can cause asymptomatic infection from one to DHF and DSS. The pathogenesis of
DHF / DSS is multifactorial and several studies showed some hypotheses to explain
the most serious manifestations of infection by DENV: (i) viral factors (ii) secondary
infection DENV and (iii) the host factors could be related to exaggerated immune
response. Studies trying to understand why dengue patients have different
prognoses are of great importance for public health. Although dengue is considered
one major public health problem, there are not available antiviral drugs and vaccines
to treat or prevent the infection. The vector control has been inefficient, allowing the
emergence of new outbreaks. The city of Juiz de Fora has experienced several
dengue epidemics in recent years, with the record of serious cases and deaths.
Given this context, this study aimed to investigate the serological and genetic factors
related to the predisposition to severe forms of dengue in Juiz de Fora. In
September/ October 2013 and February to May 14 342 samples of whole blood were
collected were collected. Samples were used to investigate the immune response do
dengue, SNPs and DENV. In the study group, a seroprevalence of 16.1% was
observed. Predisponent and protector genotypes were detected genes FCyRlla,
JAK-1 and DCSIGN in Juiz de Fora residents, however, there was no association of
these genotypes individually and / or in combination with the gender distribution,
different Juiz de Fora regions where the participants lived and report presentation of
dengue symptoms by patients. Three patients were detected with DENV infection, by
the time of sample collection.The knowledge of areas and persons who are more
prone to have FHD is a valuable information from the epidemiological point of view
and the structuring of public policies aimed at controlling dengue.

Keywords: Dengue virus. Factors predisposing to severe dengue. SNPs. Molecular
detection of DENV.
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1 INTRODUGAO

1.1 DENGUE VIRUS

Atualmente, a Dengue € a mais importante arbovirose no mundo, causada
pelos arbovirus, que vem de uma abreviagcédo do inglés arthropod-borne virus, que
sdo virus transmitidos a um hospedeiro vertebrado através de um artropode
hemat6fago. Este virus exige um minimo de dois hospedeiros, para que seja
possivel concluir seu ciclo de transmissdo (OCHIENGET al., 2013). No catalogo
internacional dos arbovirus estdo catalogados 534 virus, dos quais, 134 sao
conhecidos por causar doengas em humanos (GUBLER, 2002). No Brasil, os
arbovirus considerados de importancia para a saude publica sdo pertencentes as
familias Flaviviridae (género Flavivirus), Togaviridae (género Alphavirus) e
Bunyaviridae (GUBLER, 1998).

O género Flavivirus consiste de mais de 70 espécies de virus, muitas delas
consideradas patogénicas para os humanos, causando uma grande diversidade de
doengas (GUBLER, 1998). Entre estes o virus da febre amarela (YFV), o virus da
encefalite transmitida por carrapato (TBEV), o virus da encefalite japonesa (JEV), o
virus do oeste do Nilo (WNV) e DENV (FIGUEIREDO, 2007). Os flavivirus s&o virus

envelopados, com genoma RNA fita simples, de polaridade positiva (FIGURA 1).

Proteina M

Dimero E

Figura 1 - Representacdo esquematica da particula viral dos Flavivirus. Indicacdo das proteinas
estruturais na particula (Proteina M: proteina da membrana, Proteina E: envelope e Proteina do
capsideo). Fonte: Adaptado de VIRAL ZONE - SWISS INSTITUTE OF BIOINFORMATICS
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O ciclo de multiplicacdo dos Flavivirus € iniciado com a ligacdo da particula
viral a célula permissiva no citoplasma da célula infectada (FIGURA 2). Apo6s a
adsorcdo, os virus penetram nas células por endocitose ou fusdo direta com a
membrana. A acidificacdo do ambiente do endossoma desencadeia a trimerizagao
irreversivel da proteina E, o que resulta na fusdo do envelope viral com a membrana
do endossoma. ApoOs a fusdo, o nucleocapsideo é liberado para o citoplasma, a
proteina do capsideo e o RNA dissociam, iniciando a replicagdo do genoma
(FIGURA 2) (LINDENBACH et al., 2007; revisado por MUKHOPADHYAY et al.,
2005; revisado por CLYDE et al., 2006).

traducdo o
[+ ssRMNA — W' i -
\ + processamento  Proteinas virais
2 Endocitose mediada pelo receptor l
1, : -
Adsorcdo . - 2
3. Fus&o a membrana dependente | Formacdode
v, 4o baixo pH complexos
@ replicativos
4. Desnudamento Morfogénese
¥ do virion
'\-'7..»]
’5 Tradugdo g X
, e \
/:% Replicacéo
ﬁ: v
(] nucleo %
) %
rER o] o) g0|g|
o o
LY el j &

Membrane alterations in Huh7 cells
induced during dengue virus infection

\e

Figura 2 - Diagrama esquematico do ciclo de multiplicagao dos virus do género Flavivirus.Etapas do
ciclo replicativo: (1) adsorgdo da particula viral a célula hospedeira; (2) e (3) endocitose mediada por
receptor, fusdo do envelope viral com a membrana do endossoma e liberacdo do nucleocapsideo
viral; (5) traducéo, replicacdo do RNA associado a membrana e processamento da poliproteina; (6)
morfogénese do virus em vesiculas intracelulares do RE e transporte do virion (7) liberacdo da
particula por exocitose no meio extracelular. Fonte: adaptado (Molecular VirologyUniversityof
Heidelberg).

®
B.Morfogénese
/‘\)
@

. 7 Liberacdo da
particula
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A traducgéo dos genes contidos na ORF inicia-se no c6don AUG, ocorrendo no
reticulo endoplasmatico rugoso. Em seguida, a poliproteina codificada pela ORF é
clivada co-traducionalmente e pés-traducionalmente por proteases virais e celulares
para produzir componentes virais e replicativos (BARTENSCHLAGER & MILLER,
2008). Apos a traducdo do mRNA gendmico, a replicagcdo € iniciada com a sintese
de fitas complementares negativas, as quais sdo usadas como moldes para a
producéo de fitas positivas adicionais. As fitas positivas podem ser usadas para a
traducdo das proteinas estruturais e ndo estruturais, para a sintese de fitas
negativas ou podem ser encapsidadas, formando o virus. As fitas positivas de RNA
sdo sintetizadas a partir de fitas moldes negativas por um processo
semiconservativo (FIGURA 2) (LINDENBACH et al., 2007). Por apresentar uma fita
de RNA como seu material genético e fazer a replicacdo do mesmo pela atividade
da RNA polimerase dependente de RNA viral, que ndo possui uma fungéo corretora,
o DENV tem uma alta taxa de mutacdo, resultando em uma populacéo
geneticamente diversa (CHEN & VASILAKIS, 2011). A proteina C é essencial para a
montagem da particula garantindo uma encapsidacgdo especifica. O mecanismo pelo
qual a encapsidacdo ocorre ndo é tolamente compreendido, mas requer a
participagdo de proteinas ndo estruturais (FIGURA 2) (MA et al., 2004). Acredita-se
que a morfogénese dos virus ocorre em associacdo com membranas intracelulares
no RE, onde sofrem brotamento para dentro do limen desta organela. Durante este
processo, os nucleocapsideos adquirem envelopes com proteinas estruturais do
virus, previamente ancoradas a membrana do RE e d&o origem as particulas
imaturas. Durante a maturacéo das particulas, no transporte pelo Golgi, as proteinas
prM, E e NS1 sdo glicosiladas. A proteina prM é clivada pela protease furina,
produzindo proteina M madura. A proliferacdo rapida de estruturas membranosas
intracelulares € sinal de infeccdo pelo virus do género Flavivirus e o transporte
vesicular pela via secretéria do hospedeiro parece estar envolvido na migracdo das
particulas virais recém-formadas do reticulo endoplasmético para a superficie
celular, onde ocorre a exocitose (FIGURA 2) (LINDENBACH et al., 2007).

Até o presente momento foram descritos quatro diferentes sorotipos do
DENV: DENV-1 (gendtipos |, II, 1ll, IV e V), DENV-2 (gendtipos |, II, Ill, IV, V e VI),
DENV-3 (genotipos |, 11, 11, IV e V) e DENV-4 (gendtipos |, II, Il e IV) (RICO-HESSE,
2011), O genoma do DENV tem aproximadamente 11kb, contendo uma Unica janela

aberta de leitura (ORF, do inglés “open reading frame”) que codifica uma
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poliproteina precursora de cerca de 3.400 residuos de aminoacidos. A ORF é
ladeada por duas regibes nao codificadoras denominadas UTRs (do inglés
“untranslated region”) de tamanhos variaveis, a 3UTR e a 5’UTR (FIGURA 3)
(CHAMBERS, RICE & HAHN, 1990; GEBHARD, FILOMATORI e GAMARNIK, 2011).
As proteinas virais estruturais e ndo estruturais sdo originadas a partir da clivagem
da poliproteina por acdo de proteases celulares e virais. O DENV possui trés
proteinas estruturais: a proteina C, localizada no nucleocapsideo; a proteina M, que
esth associada com a membrana e a proteina E do envelope, que interage com
receptores celulares e € a principal proteina que induz a resposta de anticorpos
neutralizantes. O genoma do DENV codifica para outras sete proteinas nao
estruturais: NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5, que estdo relacionadas
com a multiplicagéo viral (Figura 3) (TSAIl et al., 2013).

Proteinas

Etruturais Preteiras Mio-Citrusurais

S"UTR
NSIA MS4A
' C IMEE NS T T NSS
NS28 NS48 3 UTR,

Figura 3 - Representagdo esquematica do genoma do Dengue virus. O genoma inclui as regides ndo
codificadoras 5’'UTR e 3'UTR, os genes C, M e E que codificam as proteinas estruturais do capsideo,
membrana e envelope, respectivamente e 0os genes NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5
gue d&o origem as proteinas nao estruturais. Fonte;: GUZMAN et al., 2010.

1.2 TRANSMISSAO DO DENV

Os diferentes sorotipos do DENV sdo mantidos em dois ciclos de
transmissao, o silvestre e o urbano. No ciclo silvestre estdo envolvidas espécies de
mosquitos como Aedes furcifer, Aedes luteocephalus, Haemagogus leucolaenus e
primatas ndo humanos constituem os principais reservatorios. As &reas rurais sao
consideradas a ponte de ligagdo entre os dois ciclos e nelas predominam o Aedes

albopictus e Aedes furcifer. O mosquito A. aegypti pertence a Familia Culicidae, do
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género Aedes e foi introduzido nas Ameéricas a partir do continente africano,
atualmente podendo ser encontrado em todos os estados do Brasil (VASILAKIS et
al., 2012). Trata-se de um vetor caracterizado por possuir habitos urbanos, sendo
raro encontrar ovos ou larvas desta espécie, em reservatorios de mata (GUBLER,
1998). Em condicdes climaticas adequadas ocorre a eclosdo dos ovos em
criadouros com agua limpa e parada, onde os ovos depositados sdo aderidos as
paredes do recipiente, bem préximo a superficie da 4gua, porém ndo diretamente
sobre o liquido. Os ovos, ap6s a eclosdo, dardo origem as formas imaturas, a larva,
seguida pela pupa e posteriormente, o mosquito. Esse processo dura em média dez
dias e o tempo de vida do mosquito adulto varia de poucas semanas até 45 dias
(PONTES & RUFFINO-NETTO, 1994).

O inicio do ciclo de transmissdo do DENV se da a partir da picada durante o
repasto sanguineo da fémea do mosquito em um hospedeiro infectado. O virus
presente na circulagdo sanguinea € entéo ingerido pelo artropode, multiplicando-se
no intestino médio. Apés alguns dias, os virus sdo encontrados no ovario, sistema
nervoso e nas glandulas salivares, local este, relacionado a transmisséo para outros
hospedeiros vertebrados, dando continuidade ao ciclo de transmisséo do virus. Este
periodo de incubagéo extrinseco, que ocorre no mosquito, tem durag@o aproximada
de 10-14 dias (PONTES e RUFFINO-NETO, 1994).

1.3 MANIFESTACOES CLINICAS

A primeira descri¢éo clinica da dengue foi realizada por Benjamin Rush, que
introduziu a expressao “break bone fever” devido aos sintomas de artralgia, mialgia
intensa e febre associada a doenca (ZOMPI et al., 2012). A infec¢do pelo DENV
pode produzir uma ampla gama de disturbios, desde a forma mais leve, a febre do
dengue ou dengue cléssica (FD), até as formas graves da doenca, como a febre
hemorrégica do dengue (FHD) e sindrome do choque do dengue (SCD) (AZEVEDO
et al., 2011). Contudo, durante periodos epidémicos, até 40% dos infectados podem
apresentar a forma assintomética (TAVARES & MARINHO, 2005).

No caso da febre da dengue, a doenca se inicia apés um periodo de
incubacéo viral de dois a sete dias. Os sintomas iniciais séo febre, dor de cabega,

dores oculares, manchas na pele, linfoadenopatia e leucopenia, mialgia ou dor
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O0ssea generalizada, seguidos por anorexia, nauseas, vOmitos, fraqueza e
prostracdo. Podem aparecer sintomas respiratorios, especialmente em criangas. Do
terceiro ao quinto dia do inicio dos sintomas podem aparecer manchas e erupgao
maculopapulosa ou morbiliforme, semelhantes ao sarampo, no térax e membros
superiores (BURKE & MONATH, 2001). Podem acontecer fendbmenos hemorragicos
em alguns casos, incluindo sangramento intestinal, hemorragia subconjuntival
bilateral e intensa, petéquias, equimose extensa em membro superior (LUPI et al.,
2007). Distarbios neuroldgicos centrais s&o mais comuns em casos de pessoas com
FHD.

Em caso de FHD, o recomendado é a hidratacdo oral abundante, caso nao
seja suficiente, deve-se proceder com a utilizagcdo de hidratagéo intravenosa em
casos mais graves. Quando os pacientes apresentam hipotensdo e coagulagéo
intravascular disseminada h& indicagdo para internagdo em unidade de tratamento
intensivo (LUPI et al., 2007).

1.4 IMUNOPATOGENESE DO DENV

No homem, apos a picada do vetor infectado, ocorre a penetragdo do DENV,
que infecta principalmente as células dendriticas da pele, que posteriormente
migram para os linfonodos, a fim de executar a apresentagdo dos antigenos. Nos
linfonodos, ocorre a multiplicagdo do DENV e o recrutamento dos mondcitos e
macrofagos. Posteriormente, o virus € disseminado por meio do sistema linfatico
para outras regides do organismo hospedeiro, onde varias células como derivados
de mondcitos, células dendriticas e mieléides, macrofagos do figado e baco séo
infectadas. Os macréfagos e células dendriticas ja infectadas sdo responsaveis pela
producdo de citocinas e ativacdo dos linfécitos TCD4+ e TCD8+. A liberacdo do
interferon tipo | é realizada pelos linfécitos, causando a reducdo da atividade da
medula 6ssea e também diminui¢cdo da produgdo de células sanguineas, o que pode
estar relacionado & deteccdo de leucopenia e trombocitopenia em pacientes com
dengue. A fase aguda da doenga, que vai até o quinto dia apds o inicio dos

sintomas, é caracterizada pela elevada carga viral (viremia) (ROMANOS, 2008).
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A patogénese da FHD/SCD € multifatorial e existem varias hipoteses que
podem explicar estas manifestagbes mais graves na infecgdo por DENV: (i) fatores
virais (WANG, 2013), (i) associacdo entre FHD/SCD em casos de infecgao
heterotipica pelo DENV (ALAGARASU et al.,2012) (iii) fatores do proprio hospedeiro,

que poderiam estar relacionados a resposta imune exacerbada (FANG et al., 2012).

1.4.1 Fatores virais

As diferencas genéticas e estruturais do virus podem influenciar na gravidade
da doenca humana. Um fator determinante pode ser a afinidade do DENV com os
receptores do hospedeiro, podendo afetar na infecciosidade e viruléncia. Estudos
relatam que mutacdes nas proteinas do envelope (E) e NS3 podem alterar a
viruléncia de DENV, melhorando a atividade de ligacdo com a célula hospedeira e
aumentando a multiplicacdo viral (WAN et al., 2013). A proteina E é fundamental
para a ligacdo e fusdo viral no processo de entrada do virus na célula, além de
participar da montagem da particula viral. Essa proteina apresenta atividade
hemoaglutinante e é o principal alvo para anticorpos neutralizantes e, por isso, € 0
maior determinante antigénico da particula viral (LINDENBACH et al., 2007). NS3 é
a segunda maior proteina ndo estrutural, multifuncional, contendo 619 aminoacidos
que funcionam como serino-protease na extremidade N-terminal e a RNA helicase
na extremidade C-terminal. Estd4 envolvida tanto na replicacdo do RNA quanto na
regulacdo do processamento de poliproteinas. Devido aos seus dominios e seu
papel na replicacdo viral, a NS3 é considerada um alvo terapéutico importante contra
a infeccdo pelo DENV (IDREES et al.,, 2012). Esta proteina € considerada o
principal alvo de respostas para células T CD4+ e CD8+ durante a infeccdo do

DENV, que pode estar envolvida na protegédo (COSTA et al., 2011).

1.4.2 Associagdo entre FHD/SCD em casos de infeccdo heterotipica pelo DENV

A imunopatogénese da infecgdo por DENV envolve respostas imunoldgicas
especificas incluindo a ativacdo de células imunes, a liberacdo de citocinas,

interleucinas (IL) 1, 2, 6, 10, 13 e 18, fator de crescimento de transformagédo beta
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(TGF-B), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interferon gama (IFN y), a producéo
de mediadores inflamatérios e autoimunidade (CLYDE, KYLE, & HARRIS, 2006).
Algumas dessas respostas sé@o responsaveis pelo extravasamento do plasma
através da parede dos vasos capilares e estdo presentes em niveis elevados
durante o quadro de dengue hemorrdgica. Mondcitos e macrofagos séo
considerados as células alvo na infeccdo. A producéo de citocinas pelos macréfagos
é estimulada pela multiplicagéo viral. A liberagdo do fator de TNF-a e IL 6 esta
provavelmente relacionada ao desenvolvimento do quadro febril (HALSTEAD, 1980).

Durante a primeira semana, 0 sistema imune comeca a responder ao
processo infeccioso. As células T CD8+ citotoxicas desempenham um papel
essencial na patogénese da infeccdo pelo DENV e com a ajuda de anticorpos
especificos, podem destruir as células infectadas pelo virus, num processo chamado
de citotoxicidade dependente de anticorpos (LUPI et al., 2007). Os anticorpos IgM
podem ser encontrados a partir do quarto dia de infec¢éo, apresentando um pico no
final da primeira semana, podendo permanecer durante meses. Os anticorpos IgG
estdo presentes na primeira semana, mas 0 pico ocorre no final da segunda
semana, podendo ficar presentes no sangue durante anos e sdo responsaveis pela
imunidade a determinado sorotipo do virus (ENDY et al., 2004; LUPI et al., 2007).

Entretanto, as infec¢Bes heterotipicas estdo associadas com uma maior
incidéncia de FHD/SCD. Segundo a teoria de amplificacdo imunoldgica (HALSTEAD,
1970), relacionada a génese da dengue hemorragica, um individuo previamente
infectado com um dos quatro sorotipos da dengue tem anticorpos antivirais
circulantes. Quando o mesmo individuo € infectado com um sorotipo diferente, o
virus é reconhecido por estes anticorpos, que ndo sdo neutralizantes em infecgéo
heterotipica (LUPI et al., 2007). Os anticorpos ndo neutralizantes produzidos na
infeccao primaria podem favorecer a infeccdo de células que possuem receptor para
Imunoglobulina, do tipo FCyRII (receptores de superficie celular onde se ligam a
porgcéo Fc de anticorpos 1gG). O aumento da multiplicacdo do DENV contribui para o
aumento da viremia, o que leva a uma extensa injuria tecidual, ativacdo de
complemento, secrecdo de citocinas, aumento da permeabilidade vascular e
apoptose (LUPI et al., 2007).
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1.4.3 Possiveis fatores do hospedeiro relacionados arespostaimune
exacerbada

Os fatores genéticos do hospedeiro constituem outro elemento importante na
susceptibilidade a doencas. As variagBes genéticas mais frequentes em qualquer
genoma, inclusive no humano, sdo chamados de polimorfismos de base Unica
(SNPs, do inglés single nucleotide polymorphism), que correspondem a
substituicdes de uma Unica base em determinada regido do genoma. Para que esta
substituicdo seja considerada SNP, deve apresentar uma frequéncia acima de 1%
na populacdo estudada. Estas substituicbes podem estar presentes em regides
promotoras, éxons e introns podendo alterar a expressdo génica, o fenébmeno de
processamento (splicing) dos éxons, a estabilidade do mRNA ou até produzir uma
modificacdo estrutural e funcional da proteina (BOTSTEIN & RISCH, 2003).

Estudos indicam que determinados SNPs estdo correlacionados com o
desenvolvimento da FHD, mesmo em infecgbes primérias ou secundarias
homotipicas (WANG et al., 2011; LOKE et al., 2002; SOUDRAVALLY & HOTI, 2007;
CHEN et al., 2009; GARCIA et al., 2010 PEREZ et al., 2010; GARCIA - TREJO et al.,
2011). Dentre estes SNPs estdo o0s polimorfismos presentes nas regides
promotoras/codificadoras dos genes que codificam a molécula ndo integrina,
captadora da molécula de adeséo intercelular 3, especifica das células dendriticas
(DC-SIGN); os receptores de superficie celular que se ligam a por¢cdo Fc de
anticorpos 1gG (FCyRlla); os transportadores associados ao processamento de
antigenos (TAP); a proteina tirosina janus quinase 1 (JAK-1), o receptor de
Vitamina D (VDR); o antigeno Linfocito T Citotoxico (CTLA-4); o TGF-B; alL-10 e 0
TNF-a (FANG et al., 2012).

De acordo com a fungéo e afinidade de subclasses de IgG, os FCyR podem
ser divididos, geralmente, em trés classes principais: FCyRI (CD64), FCyRIl (CD32)
e FCyRIIl (CD16) (BOURNAZOS et al., 2009). As células dendriticas maduras
apresentam uma maior propor¢do de FCyRlla e FCyRIlb quando comparadas com
as imaturas. Acredita-se que essas mudancas podem influenciar na regulacdo de
funcdo das células dendriticas controlando as respostas celulares. Essas duas
formas de FCyRIl desempenham diferentes papéis na ADE (antibody dependente
enhacement — aumento da infec¢do mediada por anticorpo): FCyRIlla com fungéo

ativadora e FCyRIlIb com funcéo inibitéria (FANG et al., 2012).
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O FCyRIlla é um receptor de superficie celular que se liga & por¢cdo Fc de
anticorpos 1gG. Assume um importante papel na resposta imune, humoral e celular.
Expresso em células dendriticas, o FCyRlla contribui para patogenicidade por ADE
na infecgcdo por DENV (GREEN & ROTHMAN, 2006). O gene codificado de FCyRlla
€ um locus no cromossomo 1g23. A alteracdo de um Unico aminoacido na posi¢éo
131 histidina para arginina (His/Arg) no segundo dominio de ligacéo Ig de FcyRlla é
critica para a ligagdo de IgG2 humana (LOKE et al., 2002). A forma homozigota de
His, que é o tipo selvagem, tem sido associada a FHD. Loke e colaboradores (2002)
relataram uma possivel associa¢cdo do homozigoto Arg, com a protegéo contra FHD.

A Janus quinase (JAK) faz parte de uma familia de proteinas quinase que
possui caracteristicas e fun¢cfes essenciais, dentre elas, ser efetora na sinalizacao
intracelular de receptores de citocinas. Esta familia € composta de JAK1, JAK2,
JAK3 e TYK2 (tirosina quinase 2), descrita pela primeira vez ha mais de 20 anos,
mas as complexidades subjacentes as suas funcdes de ativagcdo, de regulacéo e de
sinalizagdo pleiotrdpica ainda estdo sendo exploradas. Suas fungfes fisioldgicas e
seu papel na ativacao e inativagdo de mutacdes influenciam em doengas humanas,
incluindo neoplasias hematopoiéticas, imunodeficiéncia e doencas inflamatorias.
Estes estudos recentes destacam a diversidade de mecanismos de regulagdo
utilizados pela familia JAK para manter a fidelidade de sinalizagdo e sugerir
estratégias terapéuticas alternativas usando inibidores competitivos da ATP quinase
(BABON et al., 2014).

Polimorfismos nos genes de receptores de reconhecimento de padrbes
(PRRs) podem afetar a entrada do virus, a replicag@o e a imunidade. Entre os PRRs,
a molécula CD209, também conhecida como molécula nao integrina, captadora da
molécula de adesdao intercelular 3 (DC-SIGN), desempenha um papel importante na
interacdo precoce de um agente patogénico com uma célula dendritica. DC-SIGN é
responsavel por mediar a entrada do virus na célula, o que permite uma
subsequente infecgdo viral, levando a liberacdo de virions dentro da célula. A
migracdo de células de Langerhans (células dendriticas de epiderme) para os
nddulos linféides permite a apresentagdo do virus a célula T (RAPPOCCIOLO et al.,
2006). DC-SIGN é codificado pelo gene CD209 localizado no cromossomo 19p13.3.
Polimorfismos nesse gene podem influenciar tanto no desenvolvimento de FHD,
quanto a protecdo contra FHD (SAKUNTABHAI, 2005; WANG et al., 2011). Uma
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variante do polimorfismo 336- A/G foi associado com infeccdo de DENV em
individuos tailandeses (DESPRES et al., 2005).

1.5 DIAGNOSTICO

O diagnostico preciso e eficiente de DENV é de grande importancia devido ao
amplo espectro de sintomas, que sdo muito inespecificos (BARROS et al., 2008). O
paciente infectado com DENV pode desenvolver alteragbes bioquimicas e
hematoldgicas a partir do terceiro dia apds o inicio das infe¢des, podendo apresentar
quadros de trombocitopenia, leucopenia, que podem ser diagnosticados em
laboratério, usando-se diversos exames inespecificos tais como: contagem de
plaquetas; hemograma; testes de fungdo hepatica e a dosagem de albumina sérica
(COHEN & HALSTEAD, 1966; BARROS et al., 2008).

Durante a fase de viremia da doenca, geralmente até o quinto dia apés o
inicio da manifestacdo dos sintomas, o diagnostico da dengue € facilitado por
exames especificos como a pesquisa de NS1, o isolamento do virus em cultura de
células e a deteccdo molecular do genoma do DENV (PAULA & FONSECA, 2004;
BARROS et al., 2008). Para a detec¢do de NS1 utiliza-se um método sorolégico, no
qual o antigeno pode ser detectado a partir de um dia antes do inicio dos sintomas
até cinco dias apos a fase aguda da infec¢do, que pode ser realizado por teste
imunocromatografico ou por ELISA (BISORDI et al., 2011).

O isolamento viral é mais utilizado em laboratérios de pesquisa, por se tratar
de uma técnica mais complexa, exigindo melhores condigbes e tempo. Entre as
linhagens de células utilizadas no isolamento do DENV, os clones de células C6/36
de Aedes albopictus s&o os mais amplamente empregados, devido a sua alta
sensibilidade e estabilidade (SAMUEL e TYAGI, 2006). Contudo, como 0s outros
testes, o isolamento viral apresenta vantagens e desvantagens. Entre as vantagens,
estq o fato de ser um método de amplificacdo permitindo a investigagdo futura de
caracteristicas genéticas e biologicas do virus (MELO, 2010). Entre as desvantagens
da técnica destaca-se o tempo requerido, 0 que pode exceder sete dias para
observacéo do resultado (JARMAN et al., 2011).

A deteccé@o do genoma é realizada com técnicas de biologia molecular, como

a reagdo em cadeia da polimerase precedida de Transcrigdo Reversa (RT-PCR) ou
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PCR em tempo real, que vem mostrando grande utilidade para o diagnéstico de
DENV, fornecendo um resultado com altos niveis de precisdo, sensibilidade e
rapidez, além de permitir a detecgéo viral, de dificil isolamento em outras técnicas
empregadas (CHEN et al., 2010; SAMUEL & TYAGI, 2006).

A PCR em tempo real é a mais nova tecnologia de PCR aplicada no estudo
do DENV. Em contraste com a PCR convencional, a detecgcdo do DNA amplificado
pode ser observada durante o processo de amplificagdo pelo monitoramento do
acumulo de fluorescéncia. Algumas das vantagens da PCR em tempo real séo a
reducdo no ndmero de ciclos, a remog¢do dos procedimentos pds-PCR como a
eletroforese e a utilizagdo de sondas fluorogénicas, 0 que resulta num aumento da
especificidade da reagéo, capacidade de amplificacdo simultanea de vérios virus em
reagOes multiplex e da quantificacéo desses (QI et al., 2008; SHMITTGEN, 2011).

No final da fase aguda da infeccdo, testes sorolégicos sdo os métodos de
escolha para o diagnostico. Os anticorpos do tipo imunoglobulina M (IgM) s&o os
que primeiro aparecem nos testes sorologicos, sendo detectaveis em até 50% dos
pacientes, durante o periodo de trés a cinco dias ap6s o inicio da doenca, podendo
aumentar para até 80% no dia cinco e 99% no dia dez. E possivel observar o pico de
IgM em cerca de duas semanas apos o inicio dos sintomas, desaparecendo de trés
a seis meses apos a infec¢do. A imunoglobulina G (IgG) é detectada em niveis
baixos no final da primeira semana da doenca e vai aumentando aos poucos,
podendo permanecer detectavel durante varios meses, provavelmente pelo resto da
vida (WHO, 2009).

Atualmente, na rotina laboratorial, os métodos mais utilizados na detec¢ao
dos anticorpos anti-DENV sdo o imunoenzimatico para IgM e IgG (ELISA) e o
imunocromatografico para deteccdo de anticorpos (PAULA & FONSECA, 2004;
LIMA et al., 2012). Tais testes caracterizam-se por sua maior rapidez, praticidade,
simplicidade e por ndo exigirem equipamentos sofisticados e técnicos extremamente
qualificados contribuindo também para o monitoramento de regibes endémicas e
notificacdo as autoridades competentes (BISORDI et al., 2011). No entanto,
apresentam limitagfes, devido a possibilidade da ocorréncia de rea¢des cruzadas
entre os anticorpos dos quatro DENV e até mesmo entre os flavivirus e do fato dos
anticorpos serem detectados geralmente somente ap6s o quinto dia do inicio dos
sintomas (PAULA & FONSECA, 2004).
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O teste de neutralizagdo viral é utilizado para detectar anticorpos que
possuem capacidade de neutralizar o agente infeccioso. O teste é mais utilizado
com soro, mas podem também ser usados outros fluidos corporais que possuam
anticorpos. Examina-se a amostra de soro frente ao virus e/ou toxina suspeitos de
causar a infeccdo ou lesé@o celular. O presente teste ndo visa apenas o diagndéstico
como objetivo, mas também levantamento epidemioldgico, almejando determinar a
prevaléncia e distribuicdo de anticorpos contra determinado agente (QUIN et al.,
2005; STRECK et al., 2007).

1.6 PREVENGCAO, CONTROLE E EPIDEMIOLOGIA DO DENV

Apesar da doenca causada por DENV ser considerada um grande problema
de saude publica, ainda nédo estdo disponiveis drogas antivirais e vacinas a fim de
tratar ou prevenir a infeccdo O combate ao vetor tem sido ineficiente, permitindo o
aparecimento de novas epidemias (FARRAR et al., 2007). No momento, um estudo
de vacina tetravalente de virus vivo atenuado recombinante, se encontra em fase Il de
teste, que apresenta 60% de eficacia contra os quatro tipos da doenca, podendo reduzir
em mais de 95% o risco de a doenca evoluir para a forma mais grave e reduzir em 80%
0 numero de internacdes (VILLAR et al., 2014).

O DENV se espalhou amplamente em regides tropicais e subtropicais do
mundo. Atualmente, o virus é endémico em 112 paises da Africa, Américas,
Mediterrdneo, Sudeste Asiatico e Pacifico Oeste (FIGURA 4) e estimativas da
Organiza¢cdo Mundial de Saude (OMS) indicam que 40% da populacdo mundial
vivem em &reas de risco de infec¢do pelo DENV (AZEVEDO et al., 2011).
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Figura 4 - Mapa da distribuicdo mundial dos paises ou areas onde a dengue tem sido reportada.
Fonte: Adaptado de WHO, 2012.

O primeiro relato de epidemia de DENV no Brasil ocorreu no ano de 1981 na
cidade de Boa Vista em Roraima, na regido Norte do Brasil, confirmada em
laboratdrio, a circulagdo de DENV1 e DENV4 (CORDEIRO, 2010). No ano de 1986,
a cidade do Rio de Janeiro passou por um grande surto, no qual foi detectado o
DENV-1. Acredita-se que a partir desse estado, 0 virus se propagou para as regioes
centro-oeste e nordeste. Na década de 80, o DENV-1 foi o tipo predominante
(ARAUJO et al., 2006). A partir do sequenciamento e analise do genoma de
amostras de DENV-1 obtidas no Brasil, foi possivel verificar que todos os isolados
pertenciam ao genoétipo V e que houve a co-circulacdo de algumas linhagens
(DRUMOND et al., 2012).

O primeiro relato de DENV-2 no Brasil ocorreu no ano de 1990, no Rio de
Janeiro, posteriormente, este foi detectado em diversos estados brasileiros. A
introducdo de DENV-2 foi seguida do aumento do numero de epidemias e dos
guadros graves de dengue, FHD e SCD (CUNHA et al., 1997; CRUZ et al., 2010;
DRUMOND et al., 2012). A introducéo, a propagacdo e também a circulacdo do
DENV-2 j4 foram observadas no Brasil em diferentes momentos, sendo o Caribe sua
provavel origem (DRUMOND et al., 2013).

Em 2000, no Rio de Janeiro, ocorreu a primeira identificacdo de DENV-3 , que
foi responsabilizado por uma das maiores epidemias no estado. Nesse periodo
ocorreu um elevado namero de casos de FHD levando a 6bito. Posteriormente, o

DENV-3 se propagou para outros estados brasileiros (ARAUJO et al., 2012). A



10

15

20

25

30

28

reintroducdo de DENV-4 no Brasil foi primeiramente relatada no ano de 2008, em
Manaus (FIGUEIREDO et al., 2008).

No Brasil, 0 numero de casos e mortes relacionadas a dengue vem
aumentando ao longo do tempo devido a introducdo ou reintroducéo de sorotipos do
virus e a circulagdo simultdnea dos quatro sorotipos (FIGUEIREDO et al., 2008;
DRUMOND et al., 2012, 2013; TEIXEIRA et al., 2005, 2013). O Brasil apresenta um
alto indice de casos de dengue, com quadros graves e Obitos, por exemplo, em
2013, foram notificados 1.476.917 casos suspeitos de dengue (MINISTERIO DA
SAUDE, 2013). No periodo de 28/12/14 a 03/01/15 foram registrados 591.080
provaveis casos de dengue em todo pais (MINISTERIO DA SAUDE, 2015). Foram
confirmados, no ano de 2014, 689 casos de dengue grave e 8.150 casos criticos
com sinais de alerta. Devido ao fato de a partir de 2014 ter entrado em vigor uma
nova classificacdo de casos de dengue da Organizacdo Mundial de Saude (OMS),
ndo é possivel uma comparacdo direta dos casos graves com o ano de 2013
(MINISTERIO DA SAUDE, 2015).

Em um balango realizado entre os anos de 2010 a 2013, a regido Sudeste
apresentou o maior nimero de casos de dengue notificados, casos graves e Obito.
Entre os estados do Sudeste, Minas Gerais apresentou o maior indice de notificagdo
(MINISTERIO DA SAUDE, 2014). No ano de 2014, a regido sudeste continuou
apresentando o maior numero de casos provaveis (312.318 casos; 52,8%) em
relagdo ao total do pais, seguida das regides Centro-Oeste (114.814 casos; 19,4%),
Nordeste (90.192 casos; 15,3%), Norte (49.534 casos; 8,4%) e Sul (24.222 casos;
4,1%) (MINISTERIO DA SAUDE, 2015). A regido sudeste apresentou o maior
ndmero de casos graves e sinais de alerta (285 casos graves e 6.042 casos com
sinais de alerta). O estado com maior incidéncia foi Sdo Paulo (191 casos graves;
4.975 casos com sinais de alarme), seguido de Minas Gerais (45 casos graves; 666
casos com sinais de alarme), Espirito Santo (29 casos graves; 313 casos com sinais
de alarme) e Rio de Janeiro (20 casos graves; 88 casos com sinais de alarme).
Houve também confirmagéo de 410 Obitos, o que representa uma reducdo no pais
de 39,0 em comparagcdo com o0 mesmo periodo de 2013, quando foram
confirmados 674 6bitos (MINISTERIO DA SAUDE, 2015).

Em 2013, o estado de Minas Gerais registrou 193 mil casos de dengue,
ndmero inferior apenas a 2010, quando o estado viveu uma epidemia da doenca e

registrou 194.636 casos. Em 2013, 89 pessoas morreram de dengue. No ano de
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2014, ocorreu uma redugcdo em comparacdo a 2013, agora com 59.222 possiveis
casos de dengue (SECRETARIA DA SAUDE DE MINAS GERAIS, 2014) Entre as
cidades mais afetadas no Estado, esta Juiz de Fora, que é o maior municipio e
considerada a capital da Zona da Mata mineira e o principal polo de atendimento a
salude desta regido. Trata-se de uma cidade proxima a duas importantes capitais
brasileiras, Belo Horizonte e Rio de Janeiro entre as quais ocorre um intenso fluxo
de pessoas, facilitando a introducéo e co-circulagdo de diferentes tipos e genoétipos
de DENV na regido. Juiz de Fora passou por uma grande epidemia de dengue no
ano de 2010, quando foram notificados 8.816 casos, dos quais, 16 evoluiram para o
Obito. Em 2013, foram notificados até o0 més de Julho 5.258 novos casos (ACESSA,
2013). Estudos prévios do nosso grupo de pesquisa demonstraram que nos anos de
2011 e 2012 foi detectada a co-circulagéo de pelo menos, dois sorotipos (DENV-1 e
DENV- 2), na cidade de Juiz de Fora e que pacientes da cidade ja foram infectados
por mais de um sorotipo viral. Todos estes dados, em conjunto, colocam a cidade de
Juiz de Fora em um panorama epidemioldgico de alto risco para ocorréncia de casos

graves e Obitos, relacionados a infecgdo por DENV (BOTELHO, 2014).
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2 JUSTIFICATIVA

O Brasil tem apresentado nos ultimos anos um aumento consideravel no
ndamero de casos de FD e FHD. Apesar da importancia da doenca, ainda existem
muitos desafios a serem contornados. Drogas antivirais e vacinas a fim de tratar ou
prevenir as infeccdes pelo DENV ainda ndo estdo disponiveis e os esfor¢cos para
combater o vetor ndo sdo eficientes o bastante, para conter o surgimento de novas
epidemias. Por isso se faz necessario uma eficiente vigilancia epidemiolégica,
envolvendo estratégias entomoldgicas, clinicas e laboratoriais que fornegam dados
consistentes para o direcionamento das politicas publicas de saude de combate a
dengue.

Embora existam varios trabalhos publicados e apesar dos recursos
financeiros que sdo destinados ao estudo da dengue, sua epidemiologia e
patogénese ainda continuam pouco esclarecidas. Estudos locais feitos de forma
isolada esté@o sendo realizados na tentativa de esclarecer essas duvidas em torno da
doenca. A grande maioria dos estudos, de caracterizacdo de perfil genético e
sorologico, foca apenas em individuos sintométicos, com a doenca detectavel, seja
febre do dengue ou febre hemorragica do dengue, os quais representam uma
pequena parte dos individuos infectados, deixando de lado, os individuos
assintomaticos. O pouco esclarecimento sobre fatores de predisposicdo
relacionados as formas graves da doenca pode ser justificado pela caréncia de
estudos abrangendo de forma sistematica a populacdo que € exposta a infeccao
pelo DENV.

Ainda ndo se sabe quais sdo o0s determinantes para os diferentes
prognésticos da dengue. Uma importante sugestdo é que o sistema imune, dentre
outros fatores, tem influéncia nesse prognoéstico, uma vez que a resposta imune
inata apresenta importante papel na resposta antiviral. A compreensédo dos fatores
que influenciam no prognoéstico da dengue é de grande importancia para a saude
publica, j& que os pacientes que apresentam um maior risco de evoluirem para a
forma grave merecem atencgéo e cuidados especiais. A associagao entre a gravidade
da doenca e os marcadores de ativacdo imune em diferentes células tem sido
interpretada por pesquisadores, sugerindo que a resposta imune aos componentes

do virus poderia contribuir para o processo autoimune, que resulta na forma grave
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da dengue. Diante disso, € de extrema importancia o estudo de genes relacionados
com a resposta imune, que sdo expressos nas diferentes formas clinicas da dengue.

Este estudo faz parte de um grande projeto, desenvolvido em diferentes
cidades de Minas Gerais. Neste trabalho, o estudo foca a andlise de fatores
sorologicos e genéticos envolvidos na predisposi¢cdo as formas graves da dengue,
em moradores de Juiz de Fora, visando assim a obtencdo de informagcdes que
possam ser revertidas para o controle da dengue, ndo s6 em Juiz de Fora, mas no

estado de Minas Gerais.
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3 OBJETIVO

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar fatores de risco - sorolégicos e genéticos para o desenvolvimento das

formas mais graves de dengue, em habitantes de Juiz de Fora, Minas Gerais.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- ldentificar no grupo de individuos estudado pessoas infectadas ou que ja foram

infectadas por DENV, em Juiz de Fora;

- Investigar a ocorréncia de polimorfismos de base Unica (SNPs) nos genes FCyRlla,
DCSIGN e JAK-1 que possam estar relacionados ao favorecimento ou a prote¢do do

desenvolvimento de FHD, em habitantes de Juiz de Fora.

- Realizar deteccdo molecular de DENV nos participantes que apresentarem

sintomas clinicos da doenga no momento da coleta do material biolégico.
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4 METODOLOGIA

As etapas de realizac&o do presente trabalho seguiram o fluxograma abaixo
5 (FIGURAD).

Coleta, analise do questionario de investigacado dos
participantes e processamento das amostras

e U U
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Figura 5 - Fluxograma da estratégia de estudo

10

4.1 IMPLICACOES ETICAS

Este trabalho possui implicagBes éticas envolvendo seres humanos, pois
envolve a coleta, armazenamento e uso de material biol6gico humano. A presente
15 pesquisa foi desenvolvida segundo as normas e leis que regem o uso de material

animal e humano, segundo critérios da resolugdo 196/96 MS/CNS/CONEP e suas
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normas e resolu¢gdes complementares. A pesquisa foi aprovada pelo Consubstancial
do CEP (Comité de ética em pesquisa humana) (Parecer n° 525.846), data da
Relatoria em trés de dezembro de 2013 (ANEXO A).

4.2 COLETA E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

Este estudo foi conduzido na cidade de Juiz de Fora, Minas Gerais. Um total
de 342 pessoas participou do projeto. Foram coletadas amostras de sangue dos
participantes, em periodos ndo epidémico (setembro a outubro de 2013) e epidémico
(fevereiro a maio de 2014) em duas unidades do Laboratério Lawall de Andlises
Clinicas, localizadas nos bairros Sdo Mateus e Morro da Gléria, na regiao Central.

Os pacientes foram informados da pesquisa e apds seu consentimento,
assinaram o Termo de Consentimento e Livre Esclarecido (Apéndice A) e
responderam a um formulario de investiga¢céo, informando questbes como a data da
tltima viagem, se no momento da coleta apresentavam suspeita de infeccéo,
sintomatologia (Apéndice B). De cada participante foram retirados dez mililitros de
sangue por pungao venosa. Cinco mililitros foram coletados em tubos com gel
separador (Labor Import Gel), e foram processados para separagéo do soro (usado
na deteccao de anticorpos anti-DENV). Cinco ml foram coletados em outro tubo de
coleta a vacuo com anticoagulante (K3EDTA), que foram usados para separagdo de
leucocitos e extracdo de DNA dos individuos participantes da pesquisa.

As amostras foram transportadas ao Laboratdrio de Virologia da Universidade
Federal de Juiz de Fora, onde foram realizadas as andlises. O transporte foi
realizado de acordo com as normas de biosseguranca, em caixa térmica com trava,
mantendo também a temperatura adequada de transporte. As amostras de soro e
sangue foram devidamente identificadas, aliquotadas em tubos de 1,5mL e

armazenadas a -20°C.

4.3 ESTUDO SOROLOGICO PARA DETECCAO DE IgM e IgG TOTAL

Para identificacdo de pessoas que foram infectadas com DENV, foi realizado
um teste imunocromatogréfico, para deteccdo de IgM e IgG anti-DENV. O teste foi

realizado em todas as amostras de soro coletadas, usando o Kit Dengue Duo
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Cassete PanBio. Foram depositados dez microlitros do soro de cada paciente no
cassete do teste e apds a absorcdo da amostra, duas gotas de solugcdo tampéao,
fornecidas no kit, foram depositadas ao poc¢o quadrado na base do cassete (FIGURA
6). O resultado foi observado apds exatamente quinze minutos da adicéo do tampao.
O aparecimento de uma linha cor de rosa na area do teste indicou um resultado
positivo (PANBIO DIAGNOSTICOS) (FIGURA 6).

15 min
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Figura 6 - Teste imunocromatografico PanBio. C= Linha de controle; M= Linha do teste para IgM e
G= Linha do teste para IgG. Catalogo R-DENO03D. Dengue Duo Cassete-PanBio.

4.4 DETECGCAO MOLECULAR DO GENOMA DO DENV

O RNA total das amostras de soro dos pacientes que apresentaram sintomas
caracteristicos de dengue no momento da coleta foi obtido pelo método de trizol
(SIGMA ALDRICH). Foram empregados 150 pl de soro no processo de extragdo. Em
todas as amostras, o RNA extraido foi aliquotado em quantidades de 20 pl e
armazenados no freezer -70°C até o momento de ser utilizado na transcricdo
reversa.

O cDNA foi sintetizado usando iniciador anti-senso descrito por Lanciotti e
colaboradores (1992) e a enzima MMLV (Moloney Murine Leukemia Virus Reverse
Transcriptase), seguindo as instrucdes do fabricante (Promega®). A presenca de
material genético de DENV foi investigada usando uma semi-nested PCR, e nestas

reagOes foram utilizados iniciadores para deteccdo de DENV descritos por Lanciotti
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e colaboradores (1992) e Vilela e colaboradores (2010). Estas reagfes visam a
amplificagdo de um produto final de 490 pb a partir da regido do genoma do DENV
compreendida pelos genes C e prM. Ao final, os produtos da reagdo foram
armazenados a -20°. O produto obtido apds a semi-nested PCR, foi separado em gel
de poliacrilamida a 8% por eletroforese. Foi utilizado o padrédo de tamanho de DNA
de 100 pb (Ludwig®Biotec). Apés a separacéo eletroforética, o gel foi corado com o
nitrato de prata e visualizado em negatoscépio (Tele-panorédmico, Blue
equipamentos®) (BASSAN, CAETANO-ANOLLES & GRESSHOFF, 1991)

4.5 INVESTIGACAO DE POSSI'VEINS SNPs RELACIONADOS AO
DESENVOLVIMENTO E PROTECAO DE FHD/SCD

Para a genotipagem, o DNA gendmico dos participantes foi extraido a partir
de 300 ul de sangue periférico utilizando-se o kit Wizard® Genomic DNA Purification
(Promega) de acordo com as orientacdes do fabricante. Apos a extracdo, o material
foi quantificado em equipamento Nanodrop (ThermoScientific - GE), com leitura da
absorbancia nos comprimentos de ondas 260 nm e 280 nm. As amostras foram
estocadas em freezer a -20°C.

A genotipagem foi realizada utilizando-se ensaios validados TagMan
genotyping assay (AppliedBiosystems, Inc, Foster City, CA, USA) para oS genes:
FCyRIla (rs1801274, assay Id: C_9077561-20); JAK-1 (rs11208534) e DCSIGN
(rs4804803). Cada ensaio inclui dois iniciadores (senso e anti-senso) para a
amplificagcéo das regides de interesse e duas sondas para deteccdo dos alelos. As
sondas possuem um corante reporter fluorescente na extremidade 5 (VIC para um
alelo e FAM para o outro alelo); um "minor groove binder" (MGB) que aumenta a
temperatura de pareamento da sonda sem aumentar o seu comprimento, pemitindo
uma discriminagdo mais precisa e um "quencher" ndo fluorescente (NFQ) na
terminacdo 3'da sonda. As reacfes de amplificacdo e genotipagem do DNA foram
realizadas em placas de 96 pogos, no equipamento Step One Plus
(AppliedBiosystems, Inc, Foster City, CA, USA).

Para a detecgdo do polimorfismo FCyRlla (rs1801274), o protocolo foi otimizado
utilizando 0,125 pl do ensaio TagMan SNP Genotyping (40X), 2,5 yl do mastermix
(2X), 1.375 pl de agua ultra pura e 1,0 ul de DNA (as amostras de DNA foram
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agrupadas de acordo com sua concentracéo : 5a 20 ng; 21 a 40 ng;41 a 60 ng; 61 a
80 ng; 81 a 100 ng) totalizando um volume de 5,0 pl. As reac¢des seguiram o ciclo de
amplificagéo: 60°C por 30 segundos, 95°C por 10 minutos e 40 ciclos de 95°C por 15
segundos e 60°C por 1 minuto e finalizando com 60°C por 30 segundos. Durante a
PCR (FIGURA 7) cada sonda se liga especificamente a sequéncia complementar,
entre os sitios dos iniciadores. Quando a sonda esta intacta, a proximidade do
corante reporter com o NFQ resulta em supresséao da fluorescéncia. A clivagem da
sonda pela DNA polimerase Amplitaq Gold® separa o corante reporter do NFQ, o
que resulta na fluorescéncia do corante repérter. Sendo que, a Amplitag Gold cliva
somente as sondas que estédo hibridizadas. O sinal de fluorescéncia ocorre somente
se a sequéncia alvo for complementar & sonda. Entdo o sinal gerado pela PCR
indica que o alelo esta presente na amostra. Em cada ensaio foram incluidos dois

controles negativos e um controle positivo para cada gendétipo.
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Figura 7 - Esquema de reacdo da sonda TagMan. Fonte: Applied Biosystems

A discriminagdo e plotagem dos gendtipos foram realizadas pelo
TagMan®Genotyper Software (AppliedBiosystems) (FIGURA 8).
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Figura 8 - Gréfico ilustrando o resultado de genotipagem com a distribui¢éo alélica de FCRIla - regido

promotora -336. Fonte: Applied Biosystems

4.6 TESTES ESTATISTICOS

A significancia estatistica de cada variavel analisada (presenca de anticorpos
anti-DENV, sintomatologia, género dos participantes, genétipos/haplotipos presentes

e os dados epidemioldgicos) foi verificada usando o teste qui-quadrado e de Fisher.

Para todas as variaveis, p <0,05 foi considerado estatisticamente significativo. As

analises estatisticas foram realizadas no programa Statistical Package for Social

Sciences, versédo 22 (SPSS Inc., Chicago, IL).
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5 RESULTADOS

5.1 CARACTERIZACAO AMOSTRAL

Nesse estudo, foram analisadas 342 amostras de sangue e soro provenientes
de moradores da cidade de Juiz de Fora (APENDICE C). Do total de 342
participantes adultos, 246 individuos (71,5%) foram do género feminino e 96
individuos (28,5%) do género masculino (FIGURA 9). A média de idade do grupo
amostral foi de 51,13 anos com desvio padréo de 18,63.

Os individuos participantes da pesquisa residiam em diferentes regides de
Juiz de Fora, sendo 276 individuos (79,9%) moradores da éarea central, cinco
individuos (1,6%) da area sul, 26 individuos (7,6%) da regido noroeste, 19 individuos
(5,8%) da regido oeste, 13 individuos (3,9%) da regiéo leste, dois individuos (0,8%)
da nordeste e um individuo (0,4%) da regido sudeste (FIGURA 9) (APENDICE C).

Dos 342 participantes deste estudo, cinco individuos (1,46%) relataram
sintomas de dengue, no momento da coleta. Desses, quatro participantes relataram
febre, todos relataram dor no corpo, dor atrds dos olhos e dores fortes de cabeca e
dois participantes, além desses sintomas, relataram presenca de petéquias. Do total
dos participantes, 41 relataram anteriormente ter apresentado algum dos sintomas
questionados (observados em pessoas infectadas com DENV) (FIGURA 9)
(APENDICE C). Desses 41 participantes, sete tiveram a infeccdo por DENV
confirmada em laboratério e os outros 34 relataram que tiveram diagnostico clinico

de dengue.

5.2 TESTE IMUNOCROMATOGRAFICO PARA DETECCAO DE IGM E IGG TOTAL

As amostras de soro de todos os participantes do estudo foram submetidas a
um teste de deteccdo de anticorpos anti-DENV no qual, 55 individuos (16,1%)
apresentaram anticorpos anti-DENV e 287 (83,9%) nao apresentaram anticorpos
anti-DENV. Destes 55 individuos, previamente infectados por DENV, 38 eram do
género feminino e 17 do género masculino e residiam nas regides central, noroeste,
leste e nordeste (FIGURA 10).



10

15

20

25

30

35

40

Dos 55 participantes com resultado positivo no teste imunocromatografico
anti-DENV, 19 individuos (34,5%) apresentaram resultado IgM reagente/IgG né&o
reagente (IgM*/IgG’); 13 individuos (23,6%) apresentaram resultado IgM né&o
reagente/IgG reagente (IgM7/IgG") e 23 individuos (41,9%) apresentaram resultado
IgM/IgG reagente (IgM*/IgG™) (FIGURA 10). De acordo com os valores obtidos, ndo
foi observada diferenca nos nimeros de participantes que apresentaram IgM, IgG e
lgM/IgG (x? p=0,373).

B Central
| Sul

O Noroeste
H Oeste

H Leste

@ Nordeste
@ Sudeste

m Feminino

m Masculino

B Sintomatico na coleta

M Sintomas anteriores

@ Nao sintomatico

Figura 9 - Caracterizacdo amostral dos participantes deste estudo. Frequéncias relativas dos
participantes do estudo com relacdo a distribuicdo de género (A), regido de Juiz de Fora, onde
habitam (B) e de acordo com o relato da manifestacao de sintomas de dengue anteriormente ou no
momento da coleta de material (C).
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Figura 10 - Distribuicdes das frequéncias relativas dos participantes que apresentaram
anticorpos anti-DENV. (A): Frequéncia de participantes que apresentaram anticorpos anti-
DENV, no teste imunocromatogréfico (Panbio). (B): Distribuicdo dos participantes que
apresentaram anticorpos anti-DENV de acordo com a regido onde habitam em Juiz de Fora.
(C): Distribuigdo dos participantes que apresentaram anticorpos anti-DENV de acordo com o
género. (D): Distribuicdo dos participantes que apresentaram anticorpos anti-DENV de
acordo com o tipo de anticorpo apresentado.

Dos cinco individuos, que relataram apresentar sintomas caracteristicos de
dengue, ao responder o questionario, quatro apresentaram anticorpos anti-DENV
(um individuo apresentou anticorpos somente do tipo IgM, dois individuos
apresentaram anticorpos somente do tipo IgG e um individuo apresentou anticorpos
dos tipos IgM e 1gG) (TABELA 1).

Dos 41 participantes que ja haviam apresentado sinais clinicos em algum

momento, tais como febre, dores no corpo, dor nas articulagdes, dores fortes de
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cabeca, 18 individuos apresentaram anticorpos anti-DENV (um individuo apresentou
anticorpos somente do tipo IgM, nove individuos apresentaram anticorpos somente
do tipo IgG e oito individuos apresentaram anticorpos dos tipos IgM e IgG) (TABELA
1). Dos individuos que relataram sintomas anteriores caracteristicos de dengue, trés
apresentavam sintomas no momento da coleta.

Dos 296 participantes que relataram nunca ter apresentado sintomas de
dengue, 36 apresentaram anticorpos anti-DENV (17 individuos apresentaram
anticorpos somente do tipo IgM, trés individuos apresentaram anticorpos somente
do tipo IgG e 16 individuos apresentaram anticorpos dos tipos IgM e 1gG). Dos 287
individuos que ndo apresentaram anticorpos anti-DENV, um individuo relatou
sintomas no momento da coleta e outros 29 individuos (10,10%) relataram que ja

haviam apresentado sinais clinicos de dengue, anteriormente.
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Tabela 1 - Perfis sintomatoldgico, sorologico, genético e estado de infecgdo por DENV dos 55 participantes ja

infectados por DENV

ID Sintomas de  Tipos de anticorpos PCR
dengue anti-DENV Gendtipos (genes)
TT* AA* AG/GG* AA ** GG
Coleta  Anterior IgM  IgG  IgM/gG (JAK-1) (FCyRIla) (DCSIGN)  (DcsigN) (FCrRIIa)

180 P P - P - ND - ND ND ) pos
387 P P P - - P - P - ) pos
396 P P - - P P - P - ) neg
281 P - - P - P - P - ) pos
342 - P P - - P - - P ) nr
221 - P - P - - - - P P nr
247 - P - P - P - - P ) nr
257 - P - P - P - ND ND ) nr
423 - P - P - P - P - ) nr
262 - P - P - P - P - P nr
362 - P - P - P P P - ) nr
361 - P - P - P - - P ) nr
474 - P - P - - - - P P nr
320 - P - - P p } p 3 - Ar
418 - P - - P P - - P - nr
431 - P - - P P - - P - nr
443 - P - - P P - - P - nr
373 - P - - P - - - P P nr
424 - P - - P - - - P P nr
190 - - P - - P - P - P nr
193 - - P - - P - - P P nr
234 - - P - - P - - P ) nr
237 - - P - - P - P - ) nr
297 - - P - - P - ND ND - nr
274 - - P - - P - P - P nr
300 - - P - - P - P - P nr
312 - - P - - P P - P ) nr
319 - - P - - P - - P P nr
370 - - P - - P - - P ) nr
467 - - P - - P - P - ) nr
375 - - P - - P - P - ) nr
210 - - P - - - - P - ) nr
204 - - P - - - - - P ) nr
432 - - P - - - - P - P nr
405 - - P - - ND P - P - nr
332 - - - P - ND P P - ) nr
206 - - - P - P - - P ) nr
392 - - - P - P P P - ) nr
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Tabela 1. Continuacao

Sintomas de Tipos de anticorpos

ID dengue anti-DENV Gendtipos (genes) PCR
* * * *% GG
Coleta Anterior IgM I9G IgM/1gG I]TAK-l) '(AFAC«/RIIa) '(ADGC/SI((BBN) '(ASCSIGN) (FCiRila)
273 - - - - P P - ND ND - nr
224 - P p P nr
275 - P P P P - nr
285 - - - P p - B p nr
249 - - P - - - =) . p - nr
292 - p P p - Ar
306 - P p p nr
388 - P P P nr
416 - P p p nr
331 - P p p nr
410 - P p p nr
446 - P P P P nr
495 - P p p nr
307 - P P p nr
336 - P p P nr
310 - P P - ND ND ) nr
504 - - - - P ND - - P P nr

(ID) identificagdo do participante; (*) gendétipos predisponentes a febre hemorragica do dengue; (**)
gendtipo protetor da febre hemorragica do dengue; (PCR) reacdo em cadeia pela polimerase; ( P)
presente; (-) ausente; (ND) ndo determinado; (nr) ndo realizado. (neg) negativo. (pos) positivo (em
reacao de semi-nested PCR).

5.3 GENOTIPAGEM PARA DETECCAO DE SNPS QUE PODEM ESTAR
RELACIONADOS AO DESENVOLVIMENTO E A PROTECAO DE FHD/SCD

As amostras de DNA dos participantes foram genotipadas para detecgao dos
polimorfismos predisponentes ou protetores & FHD. Nas amostras analisadas para
detec¢do do polimorfismo FCyRlla (rs1801274), foram obtidos resultados vélidos
para 342 individuos. Destes, foram observadas as seguintes frequéncias alélicas:
46% dos individuos apresentaram o alelo A e 54% dos individuos apresentaram
alelo G (TABELA 2).

Com relacdo aos genotipos foi observado que 71 individuos (20,88%)
apresentaram o0 genétipo de predisposicdo AA, 171 individuos (49,7%)
apresentaram o genotipo AG e 100 individuos (29,42%) apresentaram o gendtipo de
protecdo GG (TABELA 2). Ndo houve diferenga entre as frequéncias dos genotipos
observados (x% p=46,439).
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O gendtipo AA, predisponente para FHD foi detectado em 54 individuos
(77,1%) do género feminino e 17 individuos (22,9%) do género masculino. De
acordo com os valores obtidos, ndo foi observada diferenga na distribuicdo do
gendtipo AA entre participantes dos géneros feminino e masculino (x*: p=0,295 e
Fisher: p= 0,185). O gendtipo AA, foi detectado em individuos moradores das
regides central (83,2%), noroeste (4,2%), oeste (5,6%), leste (4,2%) e na regido
nordeste (2,8%), ndo havendo também diferenca da frequéncia deste gendtipo de

acordo com as regides de Juiz de Fora (x% p= 0,100).

Tabela 2 - Distribuicdo das frequéncias absoluta e relativa dos alelos e gendtipos do polimorfismo
FCyRlla (rs1801274)

Alelos e n %
Genotipos individuos individuos

Alelo A NC 46%
Alelo G NC 54%
Genotipo AA* 71 20,88
Genotipo AG 171 49,7
Gendtipo GG** 100 29,42
Total: 342 100

*Gendtipo predisponente as formas graves de
dengue. **Gendtipo protetor as formas graves de
dengue n: Frequéncia absoluta. NC: néo
calculado

%: Frequéncia relativa

O gendtipo GG, que tem sido caracterizado como protetor contra formas
graves de dengue, foi detectado em 66 individuos (66%) do género feminino e 34
individuos (34%) do género masculino e em individuos moradores das regides
central (78,3%), sul (1,6%), noroeste (9%), oeste (6,3%), leste (3,7%) e regiédo
nordeste (1,1%) . De acordo com os valores obtidos, ndo foi observada diferenca na
distribuicéio deste gendtipo com relacdo ao género (x*: p= 0,112, Fisher: p= 0,68) ou
regido de Juiz de Fora (x% p= 0,715).

Para o gene JAK1 (rs11208534) foi obtido resultado valido na PCR de
genotipagem para 317 individuos. Para 25 individuos o resultado foi indeterminado e
0s experimentos serdo repetidos. Para os 317 individuos, com resultado de
genotipagem, foi observada a predominancia do alelo T, que foi observado em 86%
dos individuos e 14% dos individuos apresentaram alelo C (p=0, 001) (TABELA 3).
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Para as amostras validas foram verificadas as seguintes frequéncias de
gendtipos: 236 individuos (74,4%) apresentaram o gendtipo TT, 76 individuos (24%)
apresentaram o genétipo TC e cinco individuos (1,6%) apresentaram o genétipo CC
(TABELA 3). Nao houve diferenca entre as frequéncias dos genétipos observados
(x% p=264, 991).

Tabela 3 - Distribuicdo das frequéncias absoluta e relativa dos alelos e gendtipos do polimorfismo
JAK-1 (rs11208534)

Alelos e n %
Genotipos individuos individuos
Alelo T NC 86%
Alelo C NC 14%

Genotipo TT* 236 74,4
Genotipo TC 76 24
Gendtipo CC 5 1,6

Total: 317 100

*Genotipo predisponentes as formas graves de
dengue. n: Frequéncia absoluta. NC: ndo
calculado

%: Frequéncia relativa

O gendtipo TT, predisponente para FHD, foi detectado em 168 individuos
(71,1%) do género feminino e 68 individuos (28,9%) do género masculino, ndo
sendo observada diferenca da distribuicdo deste genétipo entre os géneros (x% p=
0,509, Fisher= 0,300). O gendtipo TT foi observado nos individuos moradores das
regides central (80,9%), sul (0,9%), noroeste (8,9%), oeste (5,7%), leste (3%) e
regido nordeste (0,9%), sem diferengca na distribuicdo deste gendtipo entre as
regides (x* p= 0,349).

Para o polimorfismo DCSIGN (rs4804803) foi obtido resultado valido para 317
individuos. Para 25 individuos o resultado foi indeterminado. Das amostras com
resultado valido, foram observadas as seguintes frequéncias alélicas: 77% dos
individuos apresentaram o alelo A e 23% dos individuos apresentaram alelo G
(TABELA 4). N&o foi observada diferenca na frequéncia entre os alelos (x*: p=0,542
e Fisher: p=0,418).

Para as amostras vélidas foram verificadas as seguintes frequéncias
genotipicas: 189 individuos (59,6%) apresentaram genétipo AA, 115 individuos

(36,3%) apresentaram genotipo AG e 13 individuos (4,1%) apresentaram genotipo
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GG (TABELA 4), ndo sendo observada diferenga nas frequéncias entre os genotipos
(x%: p=147, 811).

Tabela 4 - Distribuicdo das frequéncias absoluta e relativa dos alelos e gendtipos do
5  polimorfismo DCSIGN (rs4804803)

Alelos e n %
Genotipos individuos individuos
Alelo A NC 7%
Alelo G NC 23%

Genotipo AA** 189 59,6
Gendtipo AG* 115 36,3
Genotipo GG* 13 41

Total: 317 100
*Gendtipos predisponentes as formas graves de
dengue

**Genotipo protecdo as formas graves de dengue
n: Frequéncia absoluta. NC: nao calculado

%: Frequéncia relativa

Os genotipos AG e GG, predisponentes para FHD, foram detectados em 81
(70,4%) e oito individuos (61,5%) do género feminino, respectivamente. E foram
10 observados em 34 (29,6%) e cinco individuos (38,5%) do género masculino,
respectivamente. Individuos que apresentaram o genoétipo AG e GG sédo moradores
das regides central (AG: 99 86,1% e GG:10 76,9%), regido sul (AG: 0,9%), regido
noroeste (AG: 6,1% e GG: 7,7%), regiao oeste (AG: 4,3% e GG: 7,7%), regido leste
(AG: 1,7% e GG: 7,7%) regido sudeste (AG: 0,9%). N&o houve diferenca nas
15  distribuicdes dos gendtipos predisponentes com relagdo ao género (x* p= 0,751,
Fisher: p= 0,422) e (x* p= 0,385, Fisher: p= 0,280) ou regido onde o participante
mora em Juiz de Fora (x% p= 0,342) e (x* p= 0,986).
O gendtipo AA, protetor contra formas graves de dengue, foi detectado em
141 individuos (74,5%) do género feminino e 48 individuos (25,5%) do género
20 masculino e em individuos moradores das regifes central (78,3%), sul (1,6%),
noroeste (9%), oeste (6,3%), leste (3,7%) e regido nordeste (1,1%). De acordo com
os valores obtidos, ndo foi observada diferenga na distribuicdo deste gendtipo com
relacdo ao género (x% p= 0,620, Fisher: p= 0,504) ou regi&o de Juiz de Fora (x% p=
0,715).
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A partir desses resultados, foram avaliados quantos individuos possuiam mais
de um gendtipo de protecdo e predisponente & FHD. Um total 56 individuos
(16,37%) apresentaram os dois genotipos de protecédo (AA- DCSIGN e GG- FCyRlla)
(TABELA 5). Um total de 42 individuos (13,24%) apresentaram os trés genétipos (X%
p= 0,452) predisponentes a dengue grave. Um total de 236 individuos apresentou
dois gendtipos predisponentes para dengue grave.

Dentre os individuos que apresentaram dois genoétipos predisponentes a FHD,
66 individuos (21,7%) apresentaram 0s genoétipos predisponentes nos genes
DCSIGN (AG/GG) e FCyRIIA (AA), respectivamente. N&o foi observada associagao
entre a ocorréncia dos dois genétipos (X% p=0,191, Fisher: p= 0,166). Um total de
208 individuos (68,4%) apresentaram os genétipos predisponentes nos genes JAK-1
(TT) e DCSIGN (AG/GG), respectivamente. Também nao foi observada associacao
entre a ocorréncia destes dois gendtipos (X% p= 0,813,Fisher: p= 0,536). Outros 46
individuos (14,5%) apresentaram os genotipos nos genes JAK-1 (TT) e FCyRlla
(AA), sem existéncia de associacdo destes gendtipos (X% p= 0,388, Fisher: p=
0,235).

Tabela 5 - Frequéncia absoluta e relativa de combinacg6es de polimorfismos predisponentes e de
protecdo a FHD, apresentados pelos participantes deste estudo

Genoti ( ) n %
enotipos (genes o o
individuos  individuos

AG/GG* (DCSIGN) + AA* (FCyRIIa) 66 20,8
TT*(JAK-1) +AG/GG* (DCSIGN) 208 68,4
TT (JAK-1) +AA (FCyRIla) 46 14,51
TT* (JAK-1) +AG/GG* (DCSIGN) +AA* (FCyRlla) 42 13,24
AA** (DCSIGN) + GG* (FCyRlla) 56 16,37

* Genotipos predisponente as formas graves de dengue
** Genotipos de protecdo as formas graves de dengue
n: frequéncia absoluta. %: frequéncia relativa.

FHD: Febre hemorragica da dengue

Posteriormente, foram avaliados quantos participantes apresentavam
gendtipos predisponentes & FHD, que apresentavam também o gendtipo (AA
DCSIGN) protetor de FHD (TABELA 6). Um total de 50 individuos (15,78%) e 128

individuos (40,37%) apresentavam SNPs predisponentes a FHD, nos genes FCyRlla
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e JAK-1, respectivamente e que apresentavam o0 genotipo protetor no gene
DCSIGN. Nao foi observada associagdo entre a ocorréncia destes dois gendtipos
(X2 p= 0,388 Fisher: p= 0,235). Um total de 30 individuos apresentou dois genétipos
(TT + AA) predisponentes a dengue grave nos genes JAK-1 e FCyRlla e
apresentaram também o genétipo protetor AA, no gene DCSIGN, ndo sendo
observada associacéo destes genétipos (X% p= 0,195).

Foi também calculado o numero de participantes que apresentaram o
gendtipo protetor GG (FCyRIla) com os genotipos predisponentes nos genes JAK-1
e DCSIGN (TABELA 6). Um total de 64 individuos (18,71%) e 94 individuos
(27,48%) apresentavam SNPs predisponentes a FHD, nos genes JAK-1 e DCSIGN,
respectivamente e que apresentavam o genétipo protetor no gene FCyRlla. Um total
de 59 individuos (17,25%) que tiveram dois genotipos (TT + AG/GG) predisponentes
a dengue grave nos genes JAK-1 e DCSIGN, apresentaram também o genotipo
protetor GG, no gene FCyRlla, ndo sendo observada associacdo destes gendtipos
(X% p= 0,204). Finalmente, 34 individuos (9,94%), apresentaram os dois gen6tipos
protetores (AA+GG) dos genes DCSIGN e FCyRlla e apresentaram o geno6tipo TT no
gene JAK-1. N&o foi observada associacdo destes gendtipos (X% p= 0,128)
(TABELA 6).

Tabela 6 - Frequéncia absoluta e relativa dos resultados de genotipagem para detec¢éo de
polimorfismos predisponentes e de prote¢do a FHD

Gendtipos de predisposicdo a Gendtipos de protecéo a

FHD (genes) FHD (genes) n %
AA (FCyRIla) AA (DCSIGN) 50 15,78
TT (JAK-1) AA (DCSIGN) 128 40,37
TT (JAK-1) +AA (FCyRIla) AA (DCSIGN) 30 9,46
TT (JAK-1) GG (FCyRlla) 64 18,71
AG/GG (DCSIGN) GG (FCyRlla) 94 27,48
TT (JAK-1) + AG/GG (DCSIGN) GG (FCyRlla) 59 17,25
TT (JAK-1) GG (FCyRlla) e AA 34 9,94

(DCSIGN)

n =Frequéncia absoluta. %: Frequéncia relativa. FHD: Febre hemorragica da dengue.
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Para os participantes que ja haviam sido infectados por DENV (participantes
com sorologia positiva, n= 55), a distribuicdo dos gendtipos para o polimorfismo
FCyRlla(rs 1801274) foi de oito individuos (14,5%) para o gendtipo AA
(predisponente); 31 individuos (56,4%) para o genétipo AG e 16 individuos (29,1%)
para o genotipo GG (TABELA 1 e TABELA 7). Dos 36 participantes assintomaticos,
dezoito individuos possuiam o gendtipo de protecdo AA (DCSIGN), ndo houve
associacdo da presenca do genétipo de protecdo com o quadro assintomatico (X
p= 0, 450 Fisher: p= 0,318). Dos 18 participantes sintomaticos apenas um
apresentou o gendtipo de predisposi¢cdo AA e nao foi observada associacédo entre o

genétipo e sintomatologia (X% p= 0,87, Fisher: p= 0,66).

Tabela 7 - Distribuicdo da frequéncia dos genotipos e dos alelos do polimorfismo de FCyRIla, em
individuos apresentando ou ndo anticorpos IgM e/ou IgG anti - DENV

Sorologia Positiva Sorologia Negativa
Alelos e Gen6tipos n % n %
individuos individuos individuos individuos

Alelo A 43% 46%
Alelo G 57% 54%
Genotipo AA* 8 14,5 63 22

Genétipo AG 31 56,4 140 48,8
Genotipo

ol P 16 29,1 84 29,2
Total: 55 100 287 100

* Genotipo predisponente as formas graves de dengue
** Genotipo protecao as formas graves de dengue
n:Frequéncia absoluta. %: Frequéncia relativa

A distribuicdo dos gendtipos para o polimorfismo JAK-1(rs11208534), em
participantes que apresentaram anticorpos anti-DENV (n= 51), foi de 40 individuos
(78,4%) para o genétipo TT, dez individuos (19,6%) para o gendtipo TC e um
individuo (2%) para o gendtipo CC (TABELA 1 e TABELA 8). Dos participantes com
gendtipo TT de predisposicado a FHD que apresentaram anticorpos anti-DENV e néo
apresentaram sintomas, nove individuos também apresentaram o genétipo AA
(DCSIGN), outros trés individuos apresentaram o genotipo protetor GG (FCyRlla) e
trés apresentaram os dois gendtipos AA- DCSIGN de protecdo a FHD e TT- FCyRlla
de predisposicdo a FHD. Dos 36 participantes assintomaticos, 18 individuos

apresentaram o genotipo de protegdo AA (DCSIGN), ndo houve associagdo entre a
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presenca do gendtipo protetor e a ocorréncia de infeccdo assintomatica (X% p=
0,450 Fisher: p= 0,318) e dez apresentaram o gendétipo de protecdo GG (FCyRlla),
ndo havendo também associacdo significativa da presenca deste ultimo genotipo
com auséncia de sintomas na infeccdo por DENV (X% p= 0,109 Fisher: p= 0,94). Dos
18 participantes sintométicos, 14 individuos apresentaram o gendtipo de
predisposicdo TT ndo sendo observada uma associagdo entre o genotipo

predisponente e sintomatologia (X% p= 0,650 Fisher: p= 0,433).

Tabela 8 - Distribuicdo da frequéncia dos gendtipos e dos alelos do polimorfismo de JAK-
1(rs11208534) em individuos apresentando ou nédo anticorpos IgM e/ou IgGanti- DENV

Sorologia Positiva Sorologia Negativa

Alelos e
Genotipos " % " %
individuos individuos individuos individuos
Alelo T 86% 87%
Alelo C 14% 13%
Genotipo TT* 40 78,4 196 73,7
Genotipo TC 10 19,6 66 24,8
Genotipo CC 1 2 4 1,5
Total: 51 100 266 100

* Genotipo predisponente as formas graves de dengue
n: Frequéncia absoluta. %: Frequéncia relativa

A frequéncia dos genotipos para o polimorfismo DCSIGN (rs4804803), em
individuos positivos no teste de deteccdo de anticorpos anti- DENV (n= 50) foi de 28
individuos (56%) para o gendtipo de protecdo a FHD AA; 19 individuos (38%) para o
gendtipo de predisposicdo a FHD AG e trés individuos (6%) para o gendtipo de
predisposicdo a FHD GG (TABELA 1 e TABELA 9). Dos 18 pacientes com resultado
positivo no teste imunocromatografico e que relataram j4 terem apresentado
sintomas anteriormente, sete apresentaram os genoétipos de predisposicdo a FHD
AG/GG, dez tinham o gendtipo de protecdo a FHD AA, no gene DCSIGN e cinco
individuos apresentaram o genotipo de protecdo a FHD GG, no gene FCyRlla. Dos
outros 36 participantes que apresentaram o0s anticorpos anti-DENV e néo

apresentaram sintomas, 18 e 15 individuos possuiam os gendtipos de protecdo a
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FHD AA (DCSIGN) e GG (FCyRIlla), respectivamente. Dos 36 participantes
assintomaticos, dez apresentaram o genotipo protetor GG no gene FCyRlla. Néo
houve associacdo significativa da presenca de gendtipo protetor com a infec¢ao
assintomatica (X*: p= 0,109 Fisher: p= 0,94). Dos 18 participantes sintomaticos, 16
apresentaram os gendtipos de predisposi¢cdo AG/GG, ndo sendo também observada
associacédo entre a presenca dos genétipos predisponentes e sintomatologia (X2 p=
0,760 Fisher: p= 0,544).

Tabela 9 - Distribuicdo da frequéncia dos genotipos e dos alelos do polimorfismo de DCSIGN
(rs4804803) em individuos apresentando ou nao anticorpos IgM e/ou IgGanti- DENV

Sorologia Positiva Sorologia Negativa

Alelos e
Genotipos " % " %
individuos individuos individuos individuos

Alelo A 75% 78%
Alelo G 25% 22%
Genotipo AA* 28 56 161 60,3
Genotipo AG** 19 38 96 36
Genotipo GG** 3 6 10 3,7
Total: 50 100 267 100

* Gendtipo predisponente as formas graves de dengue
n:Frequéncia absoluta. %: Frequéncia relativa

Ao fazer a analise da presenca de dois ou trés geno6tipos predisponentes com
o relato de sintomas de dengue pelos participantes, que ja haviam sido infectados
com DENV, n&o foi observada associacao significativa (X% p>0,10, Fisher: p> 0,10).
Da mesma forma, ndo foi observada associagdo significativa entre a presenca de
dois gendtipos protetores e o relato de auséncia de sintomas (X% p= 0, 202; Fisher:
p= 0,135).
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5.4IDETECAO MOLECULAR DO DENV EM PACIENTES COM SUSPEITA
CLINICA

Ap6s a semi-nested PCR, as amostras dos participantes 180, 281 e 387
apresentaram uma banda amplificada do tamanho esperado (490 pb) (FIGURA 11),
indicando que estes pacientes que estavam com sintomas de dengue no momento

da coleta de material estavam infectados com DENV.

NEG P C+ X 281 180 236 387 396
LANC LANC LANC LANC LANC LANC LANC

490 pb

Figura 11 - Gel de poliacrilamida mostrando a separacdo de amplicons ap6s semi-nested PCR para
deteccdo molecular de DENV. Canaleta 1: controle negativo. Canaleta 2: Padrdo de tamanho
molecular 100pb. Canaleta 3: controle positivo (DENV-2). Canaleta 5: Produtos da semi-nested PCR
usando cDNA da amostra 281 como molde. Canaleta 6: Produtos da semi-nested PCR usando cDNA
da amostra 180 como molde. Canaleta 7: Produtos da semi-nested PCR usando cDNA da amostra
236 como molde. Canaleta 8: Produtos da semi-nested PCR usando cDNA da amostra 387 como
molde. Canaleta 9: Produtos da semi-nested PCR usando cDNA da amostra 396. Os fragmentos de
tamanho esperado estédo destacados em vermelho.
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6 DISCUSSAO

A dengue tem se destacado como a arbovirose de maior relevancia para a
saude publica no Brasil e no mundo, principalmente pelo nimero de pessoas que
estdo nas areas de transmissdo da doenga e pelas complicagbes que podem surgir,
em decorréncia da infeccdo. O pais tem passado por muitas epidemias de dengue,
nos ultimos anos. Em 2010 e 2011, por exemplo, foram notificados numeros
expressivos de casos no Brasil, 984.425 e 730.292, respectivamente, 0 que exige
maior atencdo por parte das autoridades sanitarias. Em 2014, foram registrados
586.182 casos provaveis de dengue no pais até a semana epidemioldgica (SE) 50
(07/12 a 13/12) (MINISTERIO DA SAUDE, 2015). O municipio de Juiz de Fora vem
enfrentando grandes epidemias de dengue nos ultimos anos, com a ocorréncia de
quadros graves e 6bitos, como por exemplo, em 2010, quando foram notificados
8.816 casos e 16 evoluiram para 0bito. As atividades de vigilancia epidemiolégica
sdo de grande importancia para o prognoéstico de epidemias e para o controle da
dengue. Informacdes a respeito da circulacdo do virus, bem como do estado
imunoldgico, caracteristicas genéticas da populacao e verificagdo de uma exposicao
prévia ao virus auxiliam no conhecimento panoramico epidemioldgico de uma dada
regido. De acordo com a circulagdo prévia de sorotipos virais e seus genotipos em
certas areas e pessoas apresentando genoétipos predisponentes as formas graves
de dengue, medidas de vigilancia e controle diferenciados podem ser necessarias
para prevenir a ocorréncia de surtos e de casos graves da doenca.

O presente estudo faz parte de um projeto desenvolvido em diferentes regides
de Minas Gerais, com intuito de investigar fatores soroldgicos e genéticos que
podem influenciar no desenvolvimento das formas graves de dengue. Este estudo
justifica-se dada a importancia para se tentar estabelecer um perfil sorolégico e
genético em diferentes regibes de Minas Gerais, incluindo Juiz de Fora, que
merecem uma maior atencdo, com atendimento prioritdrio quando houver a
liberagdo da vacina contra os DENV, além de ser util no estabelecimento de
medidas de controle da dengue.

A partir da andlise do teste imunocromatogréfico, foi detectado que 16,1% dos
participantes ja haviam sido infectados com dengue, uma vez que estes

apresentaram algum tipo de anticorpo contra o DENV. Apesar da maioria dos
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individuos que fazem parte do grupo amostral serem moradores da regido central,
foram detectados participantes j& infectados com DENV em diferentes regides de
Juiz de Fora, como as regibes central, noroeste, leste e nordeste. Botelho (2014),
investigando a presenca de DENV em pools de larvas de Aedes aegypti e em soro
de pacientes de Juiz de Fora, detectou a circulagdo de DENV em diferentes regides
da cidade, nos anos de 2011 a 2013. Juiz de Fora vem apresentando epidemias de
dengue desde 2010, e as regides que sdao caracterizadas pela alta infestagcdo do
vetor sdo as regides Norte, Centro e Sul. No dia 21 de janeiro de 2015, a Secretaria
de Saude da Prefeitura de Juiz de Fora, apresentou os dados do primeiro
Levantamento Réapido do indice de Infestagdo do Aedes aegypti (LIRAa), com indice
de 4,16. A regido com maior LIRAa foi a centro-sul, com indice de 6,88, seguido da
zona nordeste, com LIRAa de 6,55 e em terceiro a regido oeste com LIRAa de 6,26
(PREFEITURA DE JUIZ DE FORA, 2015). Estes dados em conjunto apontam para a
necessidade de uma maior vigilancia e controle nestas regides da cidade.

Do total de participantes que ndo apresentaram anticorpos anti-DENV, ou
seja, individuos que aparentemente n&o haviam sido infectados com DENV
anteriormente, um individuo (participante 236) relatou sintomas no momento da
coleta, o que poderia indicar a infecgdo aguda, contudo, pela detecgdo molecular de
DENYV, pela semi-nested PCR, este participante ndo estava infectado com DENV.
Da mesma forma, um individuo, embora tenha apresentado anticorpos anti-DENV e
sintomas no momento da coleta de sangue (participante 396) ndo apresentou
material genético dos DENV pesquisados. Estes participantes poderiam estar com
outra doenca, com quadro clinico semelhante ao causado por DENV. Trés dos
participantes que apresentavam sinais de dengue no momento da coleta, que
apresentavam anticorpos anti-DENV (participante 180, 281 e 387), tiveram a
amplificagcdo de um fragmento correspondente ao esperado para DENV. Estas
amostras serdo usadas para isolamento viral e amplificagéo e sequenciamento para
confirmacéo dos resultados e determinacéo do tipo e genadtipo viral.

Um total de 29 individuos, que ndo apresentaram anticorpos anti-DENV,
relataram que ja haviam apresentado sinais clinicos de dengue anteriormente e que
haviam sido diagnosticados clinicamente com dengue. Isso pode ser explicado,
devido a existéncia de outras doencas, incluindo as arboviroses, que estédo
associadas com quadros febris e agudos como acontece na infecgcédo por DENV.

Essas caracteristicas comuns contribuem para o diagnéstico errado, sendo que,
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muitas vezes, o paciente pode ser diagnosticado clinicamente com dengue, ou
mesmo nao ter diagnostico definido (SOUZA, 2010). Estes dados, mais uma vez,
reforcam a necessidade de realizacdo de testes laboratoriais para confirmagédo do
diagnostico clinico de dengue e mesmo para deteccao de outros patégenos, o que
além da importancia clinica, tem também grande relevancia epidemiolégica.

Dentre os arbovirus que causam doenga com sintomatologia semelhante ao
DENV, o virus da encefalite de Saint Louis (SLEV) pode causar desde infec¢des
assintoméaticas a doencas febris e encefalite (SOUZA, 2010).No Brasil o virus ja foi
detectado em pacientes na regido amazonica (PINHEIRO et al., 1981,
VASCONCELOS et al.,, 1991) e Sudeste (ROCCO et al.,, 2005, MONDINI et al.,
2007;TERZIAN et al., 2011, ROSA et al., 2013), sendo que em alguns destes casos
os pacientes foram inicialmente diagnosticados com dengue pela analise clinica
(FIGUEIREDO, 2014). Outro virus que tem se tornado um grande problema de
saude publica é o Chikungunya, pertencente a familia Togaviridae, foi recentemente
introduzido no Brasil (MINISTERIO DA SAUDE, 2014). No ano de 2014, foram
notificados até o dia 11 de outubro, 337 casos de infeccdo no Brasil (MINISTERIO
DA SAUDE, 2014). Em Minas Gerais, ja foram relatados 39 casos suspeitos até o
momento (SECRETARIA DE ESTADO DE MINAS GERAIS, 2014). O virus da febre
amarela, apesar da existéncia de vacina, ainda é responsavel por surtos que
acontecem, eventualmente, no Brasil (FIOCRUZ, 2014).

No presente trabalho, foram identificados individuos com diferentes perfis
sorologicos, com relacdo a resposta humoral ao DENV. Alguns individuos
apresentaram apenas anticorpos do tipo IgM, o que poderia indicar a ocorréncia de
uma infeccdo priméria recente, pois o anticorpo IgM permanece por um curto
periodo de tempo, desaparecendo de trés a seis meses apoés a infeccdo. Dentro
deste grupo estdo participantes que tiveram amostras coletadas em periodo néo
epidémico (setembro e outubro de 2013) e que ndo haviam viajado para outras
regides indicando assim, que estas pessoas haviam sido infectadas recentemente
ou que apresentavam anticorpos do tipo IgM por mais tempo. Estes anticorpos
denominados residuais, geralmente podem ser detectados em condigbes mais
baixas. Estes dados indicam que a circulagdo do DENV possa estar ocorrendo em
um periodo maior do ano e ndo somente nos periodos epidémicos, coincidindo com
meses de chuva, geralmente de novembro a marco, reforcando a necessidade de

campanhas de controle e prevencao da dengue durante todo o ano, na cidade.
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Alguns dos participantes apresentaram apenas anticorpos do tipo 1gG, o que
poderia indicar que o participante estava no fim da fase convalescente da doenca
como também j& ter apresentado uma infeccdo passada. Outros individuos
apresentaram anticorpos tanto do tipo IgM, como do tipo 1gG, estes dados podem
indicar que estes participantes poderiam estar na fase convalescente da doenga,
quando os niveis de IgM ainda podem ser detectados, ou em uma infeccéo
secundéaria (LIMA et al.,, 2012). A co-circulagdo de DENV-1 e DENV-2 ja foi
demonstrada, nos anos de 2011 a 2013, em Juiz de Fora, por Botelho (2014) e a
circulagdo de DENV-4 também j& foi relatada, em 2014 na cidade. A co-circulacdo
de diferentes sorotipos de DENV € um fator agravante das epidemias uma vez que
infeccdes secundérias sdo eventos relacionados a casos de FHD (SECRETARIA DE
SAUDE DE JUIZ DE FORA, comunicac&o pessoal).

Para o polimorfismo FCyRlla (rs1801274), o gendtipo AA é caracterizado
como predisponente & FHD e de acordo com os valores encontrados no presente
estudo, pode-se considerar que este gendtipo encontra-se distribuido de maneira
aleatéria, nos participantes. O mesmo foi observado por Loke e colaboradores
(2002) quando compararam o0s gendtipos entre 0s pacientes com quadros de
dengue grave e pessoas assintomaticas no Vietnd. Garcia e colaboradores (2010)
fizeram um estudo em individuos adultos de Cuba, comparando o gendtipo AA de
FCyRlla em pacientes FD e FHD e foi observado que este gendtipo estava
associado com o desenvolvimento de FHD. No presente estudo ndo foi observada
associacdo entre a presenca do genotipo AA e o fato do participante ter tido infeccdo
sintomatica, ou mesmo casos mais graves, uma vez, que nenhum relatou a
presenca de sintomas relacionados a FHD.

Loke e colaboradores (2002) investigaram também a associa¢cdo do genotipo
GG de FCyRlla em relacdo a protecdo contra FHD. Frequéncias deste genotipo
foram verificadas em pacientes da Europa, Africa, América do Norte e Sul, as quais
foram semelhantes (de 23 a 37%) e variando significativamente em relagédo a
frequéncias encontradas em pacientes da Asia (de 6 a 10%). Estes autores
sugeriram que o alto indice de FHD na Asia poderia estar relacionado a baixa
frequéncia do genotipo GG, que poderia ter caracteristicas de prote¢do contra FHD.

Frequéncias similares do gendtipo GG no gene FCyRlla, foram observadas neste
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estudo (29,42%) quando comparadas as frequéncias deste gendtipo encontradas na
América do Norte e Sul.

Para o estudo do polimorfismo JAK1 (rs11208534) quando os alelos T e C
foram comparados entre si foi observada diferenga entre suas frequéncias, sendo o
alelo T predominante. Contudo, quando as frequéncias dos diferentes genoétipos
foram testadas, ndo foi observada diferenca entre elas, sugerindo que estes
genotipos estdo distribuidos, nestes individuos, ao acaso. Silva e colaboradores
(2010) realizaram um estudo em individuos com quadros graves de dengue, na
cidade de Salvador, Bahia e observaram uma forte associacdo entre a presenca do
polimorfismo TT (JAK -rs11208534) e casos de FHD. Por outro lado, no presente
estudo, ndo foi observada associagdo da presenca deste gendtipo com pacientes
gue relataram ter apresentado sintomas de dengue, e que apresentavam ou nao
gendtipos protetores nos genes DCSIGN e/ou FCyRlla.

As frequéncias genotipicas detectadas para o polimorfismo DCSIGN
(rs4804803) ndo foram diferentes entre os individuos testados, como também nao foi
observada diferenga entre as frequéncias dos alelos A e G. Wang e colaboradores
(2011), em um estudo na populagdo de Taiwan, onde foi demonstrado que 0s
gendtipos AG/GG de rs4804803 foram associados a susceptibilidade a dengue
hemorrdgica, em comparagdo com FD, o mesmo também foi observado por
Sakuntabhai (2005). No presente estudo, apesar da maioria dos participantes, que
relataram sintomas de dengue e apresentavam anticorpos anti-DENV, terem
também apresentado gendtipos predisponentes, AG ou GG, nenhum deles relatou
sintomas graves da doenca ou mesmo houve associacdo da presenca destes
gendtipos predisponentes com a apresentagdo de sintomas de dengue pelos
mesmos. J& em relagdo ao gendtipo protetor AA, no gene DCSIGN (rs4804803), no
presente estudo, este genoétipo foi observado em dez individuos com sintomas
caracteristicos de DENV, contudo néo foi observada associacdo entre 0 genaétipo
protetor e auséncia de sintomas nos participantes.

Do total dos participantes desse estudo, mais da metade apresentou dois
gendtipos e um quinto apresentou trés gendtipos predisponentes a FHD. Dos
participantes que apresentaram anticorpos anti-DENV e a presencga de dois ou trés
gendtipos de predisposicdo a FHD, ndo foi observada diferengca no ndmero de
individuos sintomaticos e individuos assintomaticos. O mesmo foi observado quando

0s participantes apresentavam os dois gendtipos de protecdo. Embora nenhum
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participante tenha relatado sintomas de FHD, a presenca de dois ou mais genétipos
relacionados as formas graves de DENV, em habitantes de Juiz de Fora, ainda é
preocupante, principalmente por se tratar de uma cidade que j& vem passando por
epidemias com muitos casos da doenca registrados.

No presente estudo, ndo foram observadas associagdes entre os gendtipos
de predisposicao e protecdo a FHD em relagédo aos sintomas e também ao local de
residéncia dos participantes. Contudo, é importante salientar que o mesmo foi
encontrado no presente grupo estudado, ndo podendo ser considerado para toda a
populagdo de Juiz de Fora. Visto que, a distribuicdo geografica para as coletas das
amostras biologicas néo foi realizada de maneira homogénea, no qual obtivemos
maior nimero de participantes residentes na regido central.

Além dos polimorfismos predisponentes ou protetores, varios outros fatores,
podem ser determinantes para um individuo ter ou ndo quadros graves de dengue.
Caracteristicas genéticas do virus podem estar relacionadas a estes casos
(GUBLER, 1998) e estudos ja verificaram que a introducdo de um novo tipo viral em
uma dada regido geralmente € acompanhada da ocorréncia de casos mais graves
de dengue. Somado a isso, outro fator importante na patogénese da dengue grave é
a pré-existéncia de anticorpos heterotipicos sub-neutralizantes, que podem atuar
como facilitadores de infeccdo em uma infeccdo por DENV (GUBLER, 1998;
NOGUEIRA et al.,, 2005). As amostras de soro, nas quais foram detectados
anticorpos, passardo por testes de soroneutralizacdo a fim de detectar anticorpos
neutralizantes e um teste para pesquisar anticorpos facilitadores de infecgdo. Os
resultados permitirdo o conhecimento mais completo do perfil soroldgico que pode
ser predisponente a dengue grave, em habitantes de Juiz de Fora. Além disso, com
os resultados obtidos, sera possivel também ampliar o conhecimento sobre os tipos
virais do DENV circulantes na cidade.

Finalmente, o presente trabalho realizado na cidade de Juiz de Fora e em
paralelo em outras cidades de Minas Gerais, como Ouro Preto, Ouro Branco,
Divindpolis e Alfenas, contribuird para o conhecimento de areas de maior risco de
ocorréncia de casos de dengue grave, no Estado, o que poderd contribuir para o

controle e prevengéo desta doenca.
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7 CONCLUSOES

- Foi observada soroprevaléncia de 16,1% individuos apresentando
anticorpos anti- DENV;

- Foram detectados genotipos predisponentes e protetores de FHD;

- Ndo houve associacéo de genotipos de protegdo e predisponentes & FHD
qguando associados com a distribuicdo de género e relato de apresentacéo de
sintomas;

- O genoma do DENV foi detectado em moradores de Juiz de Fora, no

periodo de setembro a outubro de 2013 e fevereiro a maio de 2014.

60



10

61

8 PERSPECTIVAS

-Fazer teste de soroneutralizagdo com as amostras positivas, para busca de
anticorpos neutralizantes ou anticorpos facilitadores da infecgdo por DENV.-.

-Realizar o sequenciamento dos amplicons obtidos para confirmagdo e
identificacdo de DENV.

-Realizar o isolamento e caracterizagdo dos DENVs detectados.

-Verificar a presenca de polimorfismos nos genes TAP; VDR; CTLA-4 TGF-B;
IL-10 e TNF-a, que podem ser predisponentes ou protetores & FHD.

-Fazer andlise dos resultados de caracterizagcdo soroldégica e genética,
comparativamente com o0s mesmos estudos realizados nas demais cidades

mineiras, como Ouro Branco, Ouro Preto, Divinopolis e Alfenas.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado (a) a participar como voluntario (a) no projeto de pesquisa
“Investigacado de fatores soroldgicos e genéticos relacionados com a predisposicao
ao desenvolvimento das formas graves da Dengue em Minas Gerais”. Os avangos na
area de controle de doencas como a dengue ocorrem através de estudos como este, por
isso a sua participacéo € importante. O objetivo do estudo € investigar se existe associacao
entre a variacdo encontrada nas manifestacées clinicas da dengue com as variagdes
(mutacdes) que podem existir no virus da dengue e em entre os individuos (pacientes).
Desta forma, esta pesquisa podera auxiliar no controle da dengue e, futuramente, no
tratamento dos pacientes.

Caso vocé aceite participar desta pesquisa, sera necessaria a coleta de uma amostra de
sangue, feita por equipe devidamente especializada. A sua amostra de sangue sera levada
ao laboratorio e utilizada para o presente estudo que pesquisara anticorpos contra 0s quatro
tipos de virus da dengue. Também investigara alguns genes que possam estar envolvidos
com o desenvolvimento da doenca.

Sua participacdo nao é obrigatoria. Cabe a vocé decidir se deseja participar ou nao da
pesquisa. Nao ha riscos para sua saude, e o Unico desconforto € a picada da agulha. Para
participar deste estudo, vocé ndo terd nenhum custo, e nem recebera qualquer ajuda
financeira. Vocé sera esclarecido (a) sobre o estudo em qualquer aspecto que desejar e
estara livre para participar ou recusar-se a participar. Podera retirar seu consentimento ou
interromper a participacao a qualquer momento. Sua participagéo € voluntaria e a recusa em
participar ndo acarretara qualquer penalidade ou modificacdo na forma em que é atendido
(@) pelo pesquisador. O pesquisador ira tratar a sua identidade com padr&es profissionais de
sigilo. Vocé nédo sera identificado em nenhuma publicacdo que possa resultar deste estudo.
Apesar disso, vocé tem assegurado o direito a ressarcimento ou indenizacdo no caso de
guaisquer danos eventualmente produzidos pela pesquisa.

Os resultados da pesquisa estardo a sua disposicdo quando finalizada. Seu nome ou o
material que indique sua participacdo ndo serédo liberados sem asua permissédo. Os dados e
instrumentos utilizados na pesquisa ficardo arquivados com o pesquisador responsavel por
um periodo de 5 (cinco) anos, e ap6s esse tempo serdo destruidos. Este termo de
consentimento encontra-se impresso em duas vias, sendo que uma copia sera arquivada

pelo pesquisador responsavel, e a outra sera fornecida a voceé.

Eu, , portador (a) do

documento de Identidade , fui informado (a) dos objetivos do
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presente estudo, de maneira clara e detalhada e esclareci minhas dlvidas. Sei que a
qgualquer momento poderei solicitar novas informacdes e modificar minha decisdo de
participar se assim o desejar. Declaro que concordo em participar desse estudo. Recebi
uma coépia deste termo de consentimento livre e esclarecido e me foi dada a oportunidade

de ler e esclarecer as minhas duvidas.

Juiz de Fora, 01 de agosto de 2013.

Assinatura do (a) participante Assinatura do (a) pesquisador (a)
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APENDICE B — FORMULARIO DE INVESTIGACAO

Projeto “Investigacéo de fatores sorolégicos e genéticos relacionados com a
predisposicdo ao desenvolvimento das formas graves da Dengue em Minas Gerais:
Estudo em cidades com perfis epidemioldgicos distintos”

NUumero de Identificacao:

Data:

Nome do paciente:

Sexo: ( )Masculino ( ) Feminino

Data deNascimento: / /

Gestante: () ndo ( )ignorado () Sim — qual trimestre?
Motivo médico para realizagdo da coleta de

sangue:

_Endereco: Rua

Bairro Cidade

Endereco de Trabalho: Rua

Bairro Cidade

Viajou para algum lugar recentemente: ( )Sim ( )N&o
Caso sim, quando e onde:
Entrou em alguma regido de mata, floresta? ( )Sim ( )N&o Quando?

Teve dengue antes? () Sim — Quantas vezes (anos) ( ) Néo

() Foi confirmado o diagnéstico laboratorial ou ( ) Foi apenas suspeita Clinica?
Esta com sintomas de Dengue no momento? ( )Sim( )N&o

Inicio dos sintomas (quantos dias atras?):

Ja se consultou antes com estes sintomas? ( ) N&o ( ) Sim-quando?
Caso sim, foi passado algum tratamento: () Nao ( )Sim

Qual tratamento?

Presséao arterial Temperatura

Sintomatologia: Marque com X 0s sintomas vocé sentiu ou esta sentindo?

() Febre. Inicio: dias atras () Dor de cabeca intensa
() Dor atras dos olhos () Dor no corpo
() Dor nas “juntas” () Desanimo / Cansacgo
() Manchas vermelhas pelo corpo () Dor na barriga muito forte e o tempo
todo
) Vémito () Sente tontura quando fica de pé

) Sensacado de desmaio ) Sente-se com muito sono

) Sente-se irritado ) Sente-se agitado

) Sai sangue da boca, nariz ou olhos ) Inchaco em alguma parte do corpo

) Diminuiu a vontade de urinar ) Sai sangue no vbmito

~ I~ |~ |~ |~
~ I~ |~ |~ |~

) Fezes tém sangue e sédo bem
escuras

) Dificuldade de respirar

() Maos e pés frios ) Diarreia

I~

() Queda abrupta da presséo arterial () Coracéo disparado
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Outro(s) sintoma(s). Qual (is)?

Mudanca na sensibilidade. Que tipo?

Mudanca no movimento. Que tipo?

Houve melhora de algum sintoma. Qual/is? Quando?

Prova do lago (  )positiva ( )negativa () ndo realizada

Caso o paciente ndo se oponha a responder perguntas sobre raca e escolaridade
Raca/Cor: ( )Branca ( )Negra ( )Amarela ( )Parda ( )Indigena ( ) Ignorado

Escolaridade: ( ) Analfabeto ( )1 a 4 série incompleta ( )4 série completa

()5 a8 série incompleta () Ensino fundamental completo
() Ensino médio incompleto () Ensino médio completo
() Educacéo superior incompleta () Educacéo superior completa

() Ilgnorado () N&o se aplica
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APENDICE C- INFORMACOES SOBRE OS PARTICIPANTES DO

ESTUDO

Identifi- Regides Sintomas

cacdo da Juiz de Data da momento Sintomas

amostra Fora coleta Periodo Idade Género coleta anteriores
180 Centro 10.09.2013 N.E 15 M P P
181 Centro 10.09.2013 N.E 80 F AS AS
182 Centro 10.09.2013 N.E 70 F AS AS
183 Centro 10.09.2013 N.E 39 F AS AS
184 Sul 10.09.2013 N.E 22 F AS AS
185 Centro 10.09.2013 N.E 46 M AS AS
186 Centro 11.09.2013 N.E 70 F AS AS
187 Centro 11.09.2013 N.E 86 F AS AS
188 Centro 11.09.2013 N.E 52 M AS AS
189 Centro 11.09.2013 N.E 42 F AS AS
190 Noroeste 11.09.2013 N.E 0 F AS AS
191 Centro 11.09.2013 N.E 58 F AS AS
192 Centro 12.09.2013 N.E 17 F AS AS
193 Noroeste 12.09.2013 N.E 43 F AS AS
194 Sul 12.09.2013 N.E 67 M AS AS
195 Centro 12.09.2013 N.E 35 F AS AS
196 Centro 12.09.2013 N.E 51 M AS AS
197 Centro 12.09.2013 N.E 78 F AS AS
198 Centro 16.09.2013 N.E 82 F AS AS
199 Centro 16.09.2013 N.E 50 F AS AS
200 Centro 16.09.2013 N.E 89 F AS AS
201 Centro 16.09.2013 N.E 60 M AS AS
202 Centro 16.09.2013 N.E 32 F AS AS
203 Centro 17.09.2013 N.E 83 F AS AS
204 Centro 17.09.2013 N.E 88 F AS AS
205 Centro 17.09.2013 N.E 86 M AS AS
206 Centro 17.09.2013 N.E 31 F AS AS
207 Centro 17.09.2013 N.E 86 F AS AS
208 Centro 17.09.2013 N.E 38 F AS AS
209 Centro 17.09.2013 N.E 59 F AS AS
210 Centro 17.09.2013 N.E 58 F AS AS
211 Oeste 17.09.2013 N.E 44 F AS AS
212 Centro 17.09.2013 N.E 70 F AS AS
213 Centro 18.09.2013 N.E 56 F AS AS
214 Centro 18.09.2013 N.E 46 F AS AS
215 Centro 18.09.2013 N.E 47 M AS AS
216 Centro 18.09.2013 N.E 56 F AS AS
217 Centro 18.09.2013 N.E 56 M AS AS
218 Centro 18.09.2013 N.E 54 M AS AS



219
220
221
222
223
224
225
226
227
228
229
230
231
232
233
234
235
236
237
238
239
240
241
242
243
244
245
246
247
248
249
250
251
252
253
254
255
256
257
258
259
260
261
262
263
264

Centro
Centro
Centro
Centro
Centro
Centro
Centro
Centro
Centro
Centro
Centro
Centro
Centro
Oeste
Centro
Centro
Oeste
Centro
Centro
Centro
Centro
Centro
Centro
Oeste
Centro
Centro
Centro
Centro
Centro
Centro
Centro
Centro
Centro
Centro
Centro
Centro
Centro
Centro
Centro
Centro
Centro
Centro
Centro
Centro
Centro
Centro

18.09.2013
18.09.2013
18.09.2013
18.09.2013
19.09.2013
19.09.2013
19.09.2013
19.09.2013
19.09.2013
19.09.2013
20.09.2013
20.09.2013
20.09.2013
23.09.2013
23.09.2013
23.09.2013
23.09.2013
23.09.2013
23.09.2013
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AS : Auséncia de sintomas
N.E: Nao epidémico

P:
Presente

E: Epidémico
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ANEXO A- PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE £ Plaboforma
ALFENAS %Oﬁ

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Investigacéo de fatores sorologicos e genéticos relacionados com a predisposi¢ido ao
desenvolvimento das formas graves da Dengue

Pesquisador: Luiz Felipe Leomil Coelho

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que néo necessita de analise
ética por parte da CONEP;);

Versdo: 3

CAAE: 13387313.0.0000 5142

Instituicdo Proponente: UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALFENAS - UNIFAL-MG

Patrocinador Principal: CONS NAC DE DESENVOLVIMENTO CIENTIFICO E TECNOLOGICO

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 525 846
Data da Relatoria: 03/12/2013

Apresentacao do Projeto:
Aborda a investigacéo de fatores sorologicos e genéticos relacionados com a predisposicédo ao
desenvolvimento das formas graves da Dengue em Minas Gerais. Foco principal nas variacdes do

hospedeiro.

Objetivo da Pesquisa:

Estabelecer a prevaléncia de fatores de risco sorologicos e genéticos para o desenvolvimento de dengue e
suas formas mais graves na populacéo de guatro regides do estado de Minas Gerais (Centro, Centro-Oeste,
Sul e Zona da Mata) e correlacionar os dados obtidos com dados epidemiolégicos.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Risco: Minimaos inerente a qualquer coleta de sangue. A coleta sera feita por profissionais especializados em
condicBes de bioseguranga.

Beneficios: Os resultados de testes sorolégicos e moleculares poderéo ser apresentados aos pacientes,
quando poderdo ter conhecimento do seu historico de infecgéo e resposta

imune aos quatro tipo de dengue virus, bem como da existéncia de polimorfismos genéticos que podem

aumentar a predisposi¢&o de guadros mais severos de dengue.

Enderego: Rua Gabriel Monteiro da Silva, 700

Bairro: centro CEP: 37.130-000
UF: MG Municipio: ALFENAS
Telefone: (35)3299-1318 Fax: (35)3299-1318 E-mail: comite etica@unifal-mg.edu br
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE :
ALFENAS

Continuagio do Parecer. 525 046

Comenlarivs e Consideragdes sobre a Pesguisa.

Projeto muilo bam estruturado

Consideragtes sobre os Termos de apresentagio obrigatéria:

TCLE completo, em duas vias, com endereco/telefone do CEP e pesquizador responsdvel.

Folha de Rosto adequado.

Recomendagbes,

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequajbes:
Aprovado sem pendéncias

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Mao

Coansideracias Finais a eritérin da CE2:

O colegiado do CEF acala o parecer do ralator.

ALFENAS, 10 de Faverero da 2014

Assinador por
Maria Betania Tinti de Andrade

[Cosrdenadort
Enderega: Rua Gabriel Monteiro da Silva, 700
Baimre:  centro CEP: a7 13an-nnn
UF: MG Municipie: ALFEMAS
Telefone: [35/3209-1318 Fax: {35)3299-1318 E-mail: comite etica@unifal-mg.edu br
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