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RESUMO

A dengue é a arbovirose de maior importancia para a saude publica no Brasil. A
cidade de Juiz de Fora vem passando por diversas epidemias de dengue nos ultimos
anos, com o registro de casos graves e 0bitos. Diante deste contexto, este trabalho
visou investigar a circulacdo de Dengue virus (DENV) em Aedes aegypti coletados
do ambiente e em amostras clinicas de pacientes com suspeita de dengue por meio
de técnicas moleculares e soroldgicas. Amostras de Aedes aegypti (larvas e
mosquitos) e soro de pacientes passaram pelo processo de extracdo de RNA total e
este material foi utilizado para detec¢do de DENV por RT-PCR. Amostras clinicas de
pacientes que apresentavam até seis dias de febre foram testadas para a proteina
NS1 para Dengue virus. Além disso, foi realizada a andlise das fichas dos pacientes
nas quais foi possivel verificar o dia de inicio da febre, os dados hematologicos
(hematécrito, leucometria global e contagem de plaquetas) e sorologicos (IgM e/ou
IgG). Aedes aegypti foi coletado em todas as regides da cidade e dos 163 pools de
larvas analisados, o DENV foi detectado em seis (cinco pools positivos para DENV-1
e um pool positivo para DENV-2). Estes pools haviam sido coletados nas regides
Norte, Centro e Sul. Das 166 amostras clinicas analisadas na detec¢cdo molecular,
seis foram positivas (uma amostra positiva para DENV-1 e cinco amostras positivas
para DENV-2). Sessenta amostras clinicas foram testadas para NS1 e 11 (18,33%)
foram positivas. A partir da analise das fichas dos pacientes foi possivel observar
gue 132 apresentavam resultados de sorologia. Destes, 39/132 (29,54%)
apresentaram IgM, 9/132 (6,81%) apresentaram IgG e 15/132 (11,36%)
apresentaram IgM e IgG. Além disso, 109 pacientes mostraram dados
hematolégicos. Entre estes, 18 (16,51%) pacientes apresentaram hematocrito
inferior ao valor de referéncia, 32 (29,35%) desenvolveram leucometria abaixo de
3.500/mm* e 24 (22,02%) tiveram contagem de plaquetas inferior ao valor de
referéncia. Este € o primeiro estudo de investigacdo molecular de DENV em Juiz de
Fora e os resultados indicaram a cocirculacdo dos sorotipos 1 e 2 em Juiz de Fora e
a ocorréncia da transmissdo transovariana de DENV no Aedes aegypti. A
combinacdo dos testes moleculares e sorolégicos permitiu a identificacdo de 50
pacientes na fase aguda da doenca e 22 na fase de convalescenca. O conhecimento
dos tipos virais circulantes no municipio e o diagndstico da dengue em pacientes por
mais de um teste e/ou parametro laboratorial constituem informacgdes valiosas do
ponto de vista epidemiologico e na estruturacdo de politicas publicas que visem o
controle da dengue.

Palavras-chaves: Dengue. Dengue virus. Aedes aegypti. Deteccdo molecular.



ABSTRACT

Dengue is the most important arboviral disease to public health in Brazil. The city of
Juiz de Fora has undergone several dengue epidemics in recent years, with the
record of severe cases and deaths. Given that, this work aimed to investigate the
circulation of dengue virus (DENV) in Aedes aegypti collected from the natural
environment and in clinical samples from patients with clinical symptoms of dengue,
using molecular and serological approaches. Samples of Aedes aegypti (larvae and
mosquitoes) and serum of patients were used for total RNA extraction, and the total
RNA was used for detection of DENV by RT-PCR. Clinical samples from patients
who had fever for up to six days were tested for Dengue virus NS1 protein.
Furthermore, analysis of patient records was performed in which we could check the
day the fever began the hematological data (hematocrit, total leukocyte count, and
platelet count) and serologic response (IgM and/or IgG). Aedes aegypti was collected
in all regions of the city and from the 163 larvae pools that were analyzed, DENV was
detected in six (five pools DENV-1 positive and one pool DENV-2 positive). These
pools were collected in the North, Centre and South regions. A total of 166 serum
samples were analyzed for molecular detection, being six DENV positive (one serum
sample was DENV-1 positive and five serum samples were DENV-2 positive). Sixty
clinical samples were tested for NS1 and 11 (18.33%) were positive. From the
analysis of patient records was possible to observe that 132 had serology results. Of
these, 39/132 (29.54%) were IgM positive, 9/132 (6.81%) were IgG positive and
15/132 (11.36%) were IgM and IgG positive. In addition, from 109 patients
hematological data were available. Among these, 18 (16.51%) patients had less than
the reference value, 32 (29.35%) developed leukocyte hematocrit below 3.500/mm?
and 24 (22.02%) had platelet counts below the reference value. This is the first study
of molecular investigation of DENV in Juiz de Fora, and the results indicated the co-
circulation of serotypes 1 and 2 in Juiz de Fora and the occurrence of DENV
transovarial transmission in Aedes aegypti. The combination of molecular and
serological tests allowed the identification of 50 patients in the acute phase of the
disease and 22 in the convalescent phase. The knowledge of viral types circulating in
the municipality and the diagnosis of dengue in patients using different techniques
constitute valuable information from an epidemiological point of view and help to
structure public policies aiming the control of dengue.

Key words: Dengue. Dengue virus. Aedes aegypti. Molecular detection.
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1 INTRODUCAO

1.1 ARBOVIROSES

As arboviroses sao doencas causadas por arbovirus, que s&o um grupo
heterogéneo de virus. Estes virus sdo mantidos na natureza por meio de ciclos complexos
gue envolvem vertebrados silvestres e artropodes hematéfagos, como mosquitos e
carrapatos. Os seres humanos, geralmente, sdo hospedeiros acidentais (OCHIENG et al.,
2013).

A maioria dos arbovirus pertence as familias Bunyaviridae, Flaviviridae, Reoviridae,
Rhabdoviridae e Togaviridae. No Brasil, a maioria dos virus que causam doenca nos
homens pertence as familias Togaviridae (género Alphavirus), Bunyaviridae e Flaviviridae
(género Flavivirus) (VASCONCELOS et al., 2009). Os Flavivirus apresentam importantes
patégenos humanos como o virus da dengue (DENV), virus da encefalite de Saint Louis
(SLEV), virus da encefalite transmitida por carrapatos (TBEV), virus da Encefalite Japonesa
(JEV), virus Iguape, virus llhéus (ILHV), virus Rocio (ROCV) e virus da febre amarela (YFV).
Os Flavivirus endémicos de maior importancia clinica no Brasil sdo os virus da dengue
(DENV) e da febre amarela (YFV) (FIGUEIREDO, 2007).

Os arbovirus patogénicos aos seres humanos podem causar uma ampla variedade
de manifestacbes clinicas. Apesar das particularidades, as principais formas clinicas das
arboviroses sdo doenca febril, acompanhada ou ndo de exantema, febre hemorragica e
encefalite (VASCONCELOS et al.,, 2009). Em virtude desta semelhanca, o diagndstico
clinico diferencial pode ser dificil, exigindo técnicas mais especificas como o isolamento viral
e as técnicas moleculares (BRONZONI et al., 2005).

As arboviroses concentram-se nas regifes tropicais. Entretanto, mudancas
ecolbgicas produzidas pelo homem podem levar a introdugcdo do vetor em novas areas
(regides subtropicais), criar novos reservatorios ou levar a doenga a se adaptar em outros
ciclos. Estes fatores aliados a facilidade de locomocdo de grandes distancias podem
ocasionar a introducdo de arbovirus em outros paises ou até mesmo continentes
(FIGUEIREDO, 2007; REITER, 2010). Uma comprovacdo deste fato é o relato de casos
autoctones de arboviroses nos Estados Unidos e nos paises europeus (ANES e RIOS,
2013; MEDLOCK et al., 2012). Atualmente, a principal medida de controle destas doencas &
0 combate ao vetor, pois ainda ndo existe vacina contra a maioria dos arbovirus, com
excecdo da Febre amarela e Febre do Vale Rift (OCHIENG et al., 2013).
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1.2 MORFOLOGIA, TAXONOMIA E ESTRUTURA DO Dengue virus

O Dengue virus (DENV) pertence a familia Flaviviridae e ao género Flavivirus. Os
Flavivirus constituem virus envelopados, de simetria icosaédrica e medem de 40 a 60 nm
(CHAMBERS, RICE e HAHN, 1990) (Figura 1).

ProteinaM

Figura 1 - Representacdo esquemaética da particula viral dos Flavivirus. Indicacdo das proteinas
estruturais na particula (Proteina M: proteina da membrana e Proteina do capsideo). Fonte: Adaptado
de VIRAL ZONE - SWISS INSTITUTE OF BIOINFORMATICS.

A literatura cientifica ja demonstrou a existéncia de quatro DENV genética e
antigenicamente distintos, denominados DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4.
Recentemente, no ano de 2013, durante a Terceira Conferéncia Internacional de Dengue e
Febre Hemorragica do Dengue, o pesquisador Nikos Vasilakis, da Universidade do Texas,
Galveston, EUA, apresentou um trabalho sobre a descoberta de um quinto tipo de DENV,
como divulgado no sitio eletrbnico de noticias da Sociedade Americana para o
desenvolvimento da Ciéncia (American Association for the Advancement of Science). Este
novo virus foi isolado na Maldsia, durante um surto ocorrido em 2007. Ap6s o
sequenciamento do genoma do virus, 0s pesquisadores mostraram que este virus era
filogeneticamente distinto dos outros quatro DENV. Experimentos posteriores mostraram
gue anticorpos produzidos em macacos contra este novo virus, diferenciaram-se
significativamente dos anticorpos contra DENV-1-4 (SCIENCE, 2013).

O genoma do DENV é composto por uma fita simples de RNA de polaridade positiva,
com aproximadamente 11.000 nucleotideos (Figura 2). Ele apresenta uma Unica janela
aberta de leitura (ORF, do inglés “open reading frame”) que codifica dez proteinas virais. A

ORF é flanqueada por duas regides ndo codificadoras denominadas UTRs (do inglés
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“‘untranslated region”) de tamanhos variaveis, a 3'UTR e a 5’UTR (CHAMBERS, RICE e
HAHN, 1990; GEBHARD, FILOMATORI e GAMARNIK, 2011; SMIT et al., 2011).

O genoma viral codifica para trés proteinas estruturais, a proteina do capsideo (C),
do envelope (E) e uma proteina precursora de membrana (prM), e sete proteinas néo
estruturais, sendo elas: NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NSb5. Estas sao
responsaveis pelas atividades reguladoras e de expressdo génica do virus, incluindo
replicacdo, viruléncia e patogenicidade. Em virtude do reduzido tamanho do genoma dos
virus de RNA, muitas das proteinas estruturais atendem a mudltiplas func¢des no ciclo de
multiplicagéo viral (CLYDE, KYLE e HARRIS, 2006).

5' UTR
NS2A NS4A
"C M NS RS NS5 |
NS28 NS48 3 UTR

Figura 2 - Representacdo esquematica do genoma do Dengue virus. O genoma inclui as regides
ndo codificadoras 5UTR e 3'UTR, os genes C, M e E que codificam as proteinas estruturais do
capsideo, membrana e envelope, respectivamente, e 0s genes NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B
e NS5 que d&o origem as proteinas ndo estruturais. Fonte: GUZMAN et al., 2010.

A proteina C constitui um componente estrutural do nucleocapsideo dos flavivirus
(CHAMBERS, RICE e HAHN, 1990). Ela é uma proteina muito basica, o que permite a sua
ligacdo ao RNA gendmico para a formacdo do complexo ribonucleoproteico (LINDENBACH
e RICE, 2001).

A proteina prM dos flavivirus é uma glicoproteina precursora da proteina M
estrutural. A prM sofre uma clivagem tardia para formar M. Esta clivagem esti
provavelmente associada a maturacdo ou liberagdo do virus (CHAMBERS, RICE e HAHN,
1990).

A proteina E medeia a ligagdo do virus e a fusdo com a membrana celular do
hospedeiro, por meio da interagdo com os receptores na superficie da célula hospedeira. Ela
constitui o maior alvo da imunidade humoral, na medida em que induz da producéo de
anticorpos (CLYDE, KYLE e HARRIS, 2006).

A glicoproteina NS1 é expressa em trés formas: citosdlica, na superficie de células e
soltvel no soro. A NS1 soltvel induz a resposta imune humoral, 0 que a torna outro alvo da
imunidade humoral (LINDENBACH e RICE, 2001). Além disso, a quantidade de NS1
sintetizada no soro de individuos infectados tem demonstrado correlacdo direta com a

viremia e a patogénese da infec¢éo por dengue (DUONG et al., 2011).
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A proteina NS3 constitui uma proteina bifuncional que atua como protease, clivando
varias proteinas virais, nucleosideotrifosfatase e helicase, sendo de grande importancia na
sintese do RNA viral. Para que ela tenha atividade faz-se necessario a presenca do cofator
NS2B (CHAMBERS, RICE e HAHN, 1990; CLYDE, KYLE e HARRIS, 2006).

As proteinas NS2A, NS4A e NS4B sdo bem menos caracterizadas. A proteina NS4B,
e em menor escala, a NS2A e NS4A sdo capazes de bloquear os sinais de transducao de
interferon (CLYDE, KYLE e HARRIS, 2006).

A proteina NS5 constitui uma RNA-polimerase-RNA-dependente e atua como
metiltransferase. Ela é a maior proteina e a mais conservada entre os flavivirus. Ela esta
associada a inducao da transcricdo e traducao de interleucina 8 (IL-8). A NS3 e NS5 juntas
participam do processo de replicacdo do genoma (BORBA et al., 2012; CHAMBERS, RICE
e HAHN, 1990; CLYDE, KYLE e HARRIS, 2006).

1.3 CLASSIFICACAO

Rico-Hesse (1990) comparando sequéncias de nucleotideos da regido E/NS1 do
genoma de DENV 1 e 2 definiu os gendtipos como um agrupamento de amostras virais que
apresentam uma divergéncia na sequéncia maior do que 6% dentro de um dada regidao do
genoma. A andlise filogenética baseada na sequéncia completa do gene E de DENV-1,
DENV-2, DENV-3 e DENV-4 confirma a existéncia de mais de um gendtipo para cada tipo
viral, que estao descritos no quadro 1 (CHEN e VASILAKIS, 2011; WEAVER e VASILAKIS,
2009). Outra subdivisdo que tem sido abordada recentemente ¢é ‘“linhagem”. Esta
denominacao tem sido empregada para caracterizar 0s virus agrupados em subtipos em um

nivel taxondmico abaixo de genétipo (MENDEZ et al., 2010).
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Quadro 1 - Descricao dos genotipos e da localizagao das cepas pertencentes aos DENV 1-4.

Sorotipo Genétipo Localizacdo das cepas
Genotipo | Sudeste Asiatico, China e Oriente Médio (Arabia Saudita).
Gendtipo Il Tailandia coletadas durante 1950 e 1960.
Gengtipo il Cepa silvestre oriunda da Malasia.
DENV- 1 Ilhas do Pacifico Oriental (Japéo, Coréia, China, Mianmar, Malasia e
Gendtipo IV Indonésia), ilhas do Pacifico Ocidental (Polinésia Francesa, Nauru,
Filipinas e Havai), e Austrdlia.
Genoétipo V Américas,'a_lgumas da Africa Ocidental, e um ndmero limitado de
cepas de Asia.
Asiatico | Tailandia, Malasia, Camboja, Mianmar, Vietnd e Australia
- China, Indonésia, Filipinas, Taiwan, Sri Lanka, india, Honduras e
Asiatico Il s
México.
Sudeste Asiatico/ | Subtipo 1: Sudeste Asiatico.
Americano Subtipo 2: América Central e do Sul e no Caribe nos ultimos 30 anos.
Subtipo 1: subcontinente indiano, Butdo, Sri Lanka, Bangladesh e as
DENYV -2 Cosmopolitano Seychelles.
(Gendtipo 1V) Subtipo 2: Caracterizado por uma distribuicdo global, com as estirpes
da Indonésia.
Ame,ri_cano América Central e do Sul, Caribe e linhagens mais antigas coletados
(Gendtipo V) no subcontinente indiano e llhas do Pacifico.
Genbtino silvestre Linhagens de humanos, mosquitos e primatas nao-humanos
P coletadas na Africa Ocidental e do Sudeste Asiatico.
Gendtipo | Sudeste Asiéatico, Filipinas e ilhas do Pacifico Sul.
Gendtipo Il Sudeste da Asia
- Sri Lanka, India, Jap&o, Taiwan, Singapura, Samoa, Africa Oriental,
DENV- 3 Genotipo lll Central e América do Sul e Caribe.
Genotipo IV Porto Rico e Tahiti.
Genotipo V Filipinas, Jap&o, China e Brasil. ]
o~ Filipinas, Tailandia, Vietnd, Mianmar, Malasia, Sri Lanka, India,
Genotipo | ~ . .
Japéao, China e Brasil.
Subtipo I: Corresponde a todas as cepas isoladas nas Américas e
. cepas asiaticos (Indonésia, Nova Caleddnia, Singapura, Malasia e
Gendtipo I Taiti), coletados antes de 2000.
DENV-4 Subtipo Il: Todas cepas asiaticas obtidas apés 2000.
- Representado pelas dltimas cinco cepas tailandeses isoladas entre
Genatipo I 1997 e 2001,
- As trés Unicas amostras de DENV-4 silvestres conhecidas, que
Gendtipo IV

foram isoladas de macacos na Malasia durante a década de 1970.

Fonte: CHEN e VASILAKIS, 2011.
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1.4 EVOLUGCAO DO DENV

O DENV, assim como os demais virus de RNA, apresenta uma elevada variabilidade
genética. Esta diversidade esta relacionada, entre outros fatores, a atividade da RNA-
polimerase-RNA-dependente, que, em virtude de ndo apresentar uma funcdo corretora,
promove uma replicacdo menos fidedigna. Dessa forma ha uma maior taxa de mutacao, que
resulta em um grande numero de variantes, denominados de quasispécies (CHEN e
VASILAKIS, 2011).

Entre os fatores que contribuem para a manutencédo da variabilidade genética estédo
a facilidade de locomocéo de hospedeiros e vetores nos dias atuais, que, acompanhada da
ampliacdo das areas com o mosquito vetor no mundo permitiram a introducdo de novos
tipos e genodtipos em regides que até entdo nao tinham um histérico de endemicidade.
Aliado a estes fatores, esta o tamanho da populacdo de hospedeiros e vetores. O aumento
da taxa de transmisséo interfere na dimensdo total da populacdo viral e na taxa de
replicacdo (CHEN e VASILAKIS, 2011).

A recombinacdo homdloga constitui outro evento que tem sido considerado para
explicar a variabilidade genética intra-sorotipo e como responsavel para o surgimento de
novas cepas. Em regides onde ha a cocirculacdo de mais de um tipo/genétipo de virus pode
haver a coinfeccdo de virus geneticamente diferentes no mosquito e no hospedeiro humano.
A partir disso pode emergir uma cepa diferente (CHEN e VASILAKIS, 2011). Mas para que a
recombinacdo seja considerada, faz-se necessario a sua comprovacao repetidamente em
populacdes clonais de virus viaveis, como também que ela se mantenha estavel durante a
evolucdo ap6s o evento de recombinacdo e que o fragmento recombinante seja
demonstrado em um Unico PCR, seguido de clonagem para mensurar 0 que ocorre em uma
Gnica molécula de cDNA (WEAVER e VASILAKIS, 2009).

O processo de evolugdo do DENV é caracterizado por uma constante renovagéo de
linhagens, na qual um virus é introduzido no ambiente, persiste por um tempo e depois
desaparece. A duracédo do tempo de permanéncia do virus no ambiente é definida por vérias
questdes, entre elas a selecdo natural, que elimina as cepas virais que apresentam
mutacdes deletérias ou desvantajosas. Teoricamente, as cepas de maior viruléncia, que tem
a capacidade de causar uma elevada viremia no hospedeiro, que apresentam maiores taxas
de transmisséo para o hospedeiro, de infec¢éo e disseminagéo dos vetores do mosquito sao
favorecidas pela selecdo natural (CHEN e VASILAKIS, 2011; WEAVER e VASILAKIS,
2009).

Existem também fatores que restringem a variabilidade genética do DENV. O fato do

DENV se multiplicar no vetor invertebrado e no hospedeiro vertebrado (o homem) é um fator
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limitante a fixacdo de mutacdo do genoma. Dessa forma, para a manuten¢do do arbovirus
no ambiente € necessario uma determinada estabilidade genética para ndo perder a
capacidade de se replicar nos dois ambientes. Este evento funciona como uma selecéo
negativa (WEAVER e VASILAKIS, 2009).

1.5 BIOSSINTESE E MULTIPLICAGAO VIRAL

O ciclo de multiplicacdo do DENYV inicia com a adsorcdo das particulas virais, pela
ligacdo da proteina E aos receptores presentes na superficie da membrana da célula
hospedeira [Figura 3 (1)]. Véarios estudos tém sido realizados no sentido de caracterizar os
receptores celulares envolvidos na infeccdo do DENV. Entre os diversos receptores das
células de mamiferos, o melhor caracterizado é o DC-SIGN, que constitui uma molécula de
adesao intercelular da célula dendritica especifica DC 3 (ICAM-3) ligada a uma néao
integrina. O DC-SIGN pode mediar a infecgcdo de DENV 1-4 (CLYDE, KYLE e HARRIS,
2006; HIDARI e SUZUKI, 2011).

Apoés a ligacdo ao receptor de superficie, o DENV ¢é internalizado no citoplasma da
célula em vesiculas intracelulares dependentes de pH [Figura 3 (2)]. O baixo pH dentro do
endossomo desencadeia eventos moleculares na glicoproteina E, que levam a fusdo da
membrana endossomal com o envelope viral [Figura 3 (3)]. Consequentemente acontece a
liberacdo e desmontagem do nucleocapsideo no citoplasma celular [Figura 3 (4)]. Diversas
vias endociticas tem sido identificadas, entretanto a principal via de entrada que tem sido
identificada é a endocitose mediada por clatrinas (ALHOOT, WANG e SEKARAN, 2012;
HIDARI e SUZUKI, 2011; SMIT et al., 2011).

Posteriormente, em associacdo com o reticulo endoplasmatico, o RNA viral dos
flavivirus é traduzido em uma poliproteina [Figura 3 (5)], que serd clivada pelas proteases
celulares e pela serina protease codificada pelo virus, dando origem as proteinas estruturais
e nao estruturais [Figura 3 (6)] (CLYDE, KYLE e HARRIS, 2006; LINDENBACH e RICE,
2001).

Apos a traducdo e o processamento das proteinas virais, a replicacdo inicia com a
sintese de fitas de RNA de cadeia negativa, que servem de molde para a producdo de
multiplas copias de RNA viral de cadeia positiva (RNA gendémico) [Figura 3 (7)]. Esta reagéo
€ catalisada pela proteina NS5 (RNA-polimerase-RNA-dependente) (CLYDE, KYLE e
HARRIS, 2006; GEBHARD, FILOMATORI e GAMARNIK, 2011). De acordo com Lindenbach
e Rice (2001), os RNAs virais recém-sintetizados se acumulam em associacdo com

membranas citoplasmaticas na regiao perinuclear das células de mamiferos.
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A montagem e a maturacgao da particula viral se iniciam quando a proteina C interage
com o RNA genbmico do virus no citoplasma de forma a produzir um precursor de
nucleocapsideo. As proteinas C, prM e E se orientam em relacdo a membrana do reticulo
endoplasmatico [Figura 3 (8)]. Dessa forma, o nucleocapsideo adquire o envelope por
brotamento no limen do reticulo [Figura 3 (9)]. Antes da liberacdo [Figura 3 (10)] das
particulas virais por exocitose, elas passam por um processo de maturacdo que é de
fundamental importancia para a aquisicdo de infecciosidade. Acontece a clivagem da
proteina prM para regular a ativacdo da proteina E e mediar a atividade de fusdo. Esta
clivagem normalmente distingue o virus liberado de particulas virais intracelulares (BURKE e
MONATH, 2001; JUNJHON et al., 2008).
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Figura 3 - Diagrama esquematico do ciclo de replicagdo do DENV. Etapas: (1) Adsorcéo, (2)
Penetracdo, (3) Fusdo da membrana endossomal com o envelope viral, (4) Desnudamento, (5)
Traducao da poliproteina, (6) Clivagem das proteinas estruturais e ndo-estruturais, (7) Replicacéo, (8)
Montagem da particula viral, (9) Aquisicdo do envelope por brotamento, (10) Liberacédo das particulas
virais. Adaptado de ROMANOS, 2008.

1.6 TRANSMISSAO

Os DENV-1-4 sdo mantidos em dois ciclos de transmisséo: o selvagem e o humano
(Figura 4). No ciclo selvagem estéo envolvidas espécies como A. furcifer, A. luteocephalus,

Haemagogus leucolaenus e os primatas ndo humanos constituem os principais hospedeiros
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reservatorios. No ciclo humano, o principal vetor responsavel pela transmissédo é o Aedes
aegypti, espécie predominantemente urbana. Entretanto, outras espécies também podem
transmitir como o A. albopictus. As areas rurais sdo consideradas a ponte de ligacdo entre
0s dois ciclos, nelas predominam o A. albopictus e A. furcifer. Entre os fatores que
propiciaram a expansdo do mosquito e do DENV em areas urbanas destacam-se o
crescimento populacional das cidades, o processo de urbanizacdo desordenado e as
mudancas climaticas (CAMPOS et al., 2012; CHEN e VASILAKIS, 2011; MEDLOCK et al.,
2012; VASILAKIS et al., 2012).

O vetor necessita da agua para completar o seu desenvolvimento. Havendo as
condi¢des climaticas favoraveis (como pluviosidade, temperatura maxima e minima e
umidade do tempo), apds a ovoposicdo da fémea acontece a eclosdo dos ovos, dando
origem as formas imaturas (larva e pupa), para, a seguir, originar a forma adulta. Este
desenvolvimento leva em média dez dias. O mosquito adulto pode viver desde poucas
semanas até 45 dias, e uma vez infectado o mosquito pode transmitir o DENV durante toda
a vida (CAMPOS et al., 2012; CHAN e JOHANSSON, 2012; PONTES e RUFFINO-NETTO,
1994).

O ciclo de transmissao do DENV inicia quando uma fémea do mosquito, realizando o
seu repasto sanguineo para completar o desenvolvimento dos ovos, pica 0 homem. Caso a
fémea esteja infectada com DENV, ao picar o homem, inocula o virus que esta nas suas
glandulas salivares. Se o0 homem estiver contaminado com o DENV e se encontrar na fase
virémica da doenca, o mosquito pode tornar-se infectado (PONTES e RUFFINO-NETO,
1994).

No vetor, o DENV se multiplica primeiramente no trato intestinal, em seguida, o virus
vai para as glandulas salivares, quando comeca a ser transmitido pelo mosquito. O intervalo
de tempo desde a infec¢do do vetor até a transmissdo do DENV leva de 8 a 12 dias (CHAN
e JOHANSSON, 2012). Na fémea, o virus também pode se multiplicar no trato genital,
permitindo a contaminagdo do Ovulo no momento da fertilizacdo e a infecgcdo da sua
descendéncia (BURKE e MONATH, 2001). Estudos tém revelado que a transmissao
transovariana constitui um importante mecanismo de manutencdo do virus no ambiente,
especialmente em periodos interepidémicos (CHEN e VASILAKIS, 2011; FIGUEIREDO et
al., 2010; JOSHI, MOURYA e SHARMA, 2002).
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A. furcifer, Aedes aegyptie
A. luteocephalus, Aedes albopictus
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Figura 4 - Diagrama representando os ciclos selvagem e urbano de transmissdo do DENV,
incluindo os principais vetores envolvidos. Adaptado de VASILASKIS et al., 2012.

1.7 PATOGENESE DA DENGUE

ApoOs a picada do vetor infectado, o DENV penetra no organismo do hospedeiro e
infecta principalmente as células dendriticas da pele. Estas, por sua vez, migram para 0S
linfonodos para apresentar o antigeno. Neste 6rgdo acontece a multiplicagdo viral e o
recrutamento de mondécitos e macréfagos. O virus é disseminado através do sistema
linfatico para outras partes do organismo, e varias células da linhagem mononuclear do
sangue sao infectadas, dentre elas derivados de monécitos, células dendriticas mieldides,
macrofagos do baco e do figado. As células dendriticas e os macrofagos infectados
produzem citocinas e ativam os linfécitos TCD4" e TCD8". O interferon tipo 1 liberado pelos
linfécitos T promove uma redugéo na atividade da medula 6ssea, levando a uma diminuigdo
na producdo de células sanguineas. Por isso é comum detectar leucopenia e
trombocitopenia no paciente com dengue (ROMANOS, 2008).
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De acordo com Martina, Koraka e Osterhaus (2009), o figado em geral € acometido
em uma infeccdo pelo DENV. Percebe-se uma diminuicdo na funcdo hepatica, que pode
explicar a diminuicdo da sintese dos fatores de coagulagdo e o desenvolvimento de
coagulopatias. Associado a isto esta a ocorréncia de tendéncias hemorragicas espontaneas
e a elevacdo das enzimas hepaticas, a alanina transaminase (ALT) e a aspartato
transaminase (AST).

Os mecanismos que levam a um quadro mais grave da doenca ainda sdo pouco
compreendidos, mas acredita-se que seja multifatorial, constituindo uma complexa interacéo
de fatores do hospedeiro e do virus. Entre os fatores de risco, destacam-se: a idade, o
estado imunolégico e os fatores genéticos do hospedeiro; o tipo e genoétipo virais
responsaveis pela infeccdo, a ocorréncia de uma infeccdo secundaria por um sorotipo
diferente e a carga viral inoculada (CLYDE, KYLE e HARRIS, 2006; HALSEY et al., 2012;
MARTINA, KORAKA e OSTERHAUS, 2009).

Em relacdo ao hospedeiro, os fatores genéticos constituem um importante
componente de susceptibilidade a doencas. Alteraces genéticas em alguns elementos do
sistema imunoldgico podem levar a uma dificuldade no reconhecimento e na apresentacao
de antigenos, na resposta imune inata e no aumento do estresse oxidativo. Estes eventos
contribuem com a infeccéo viral e a ocorréncia de quadros graves ao facilitar a replicacéo
viral e retardar a resposta imunoldgica (GUBLER, 1998).

Os virus variam geneticamente e estas alteracdes podem conferir vantagens em
relacdo a viruléncia, interferindo na patogénese da doenca mais grave de dengue (CHEN e
VASILAKIS, 2011; GUBLER, 1998; KHAN et al., 2012; LEITMEYER et al., 1999).
Atualmente ja se sabe que existem alguns gendétipos do DENV envolvidos em quadros mais
graves de infeccdo dengue; por exemplo, 0s gendétipos asiaticos de DENV-2 e DENV-3
geralmente sdo mais virulentos que os encontrados na América e no Pacifico Sul (CLYDE,
KYLE e HARRIS, 2006).

Outra hip6tese para explicar os quadros mais graves como a Febre Hemorragica da
Dengue (FHD) e Sindrome do Choque da Dengue (SCD) € a ocorréncia de uma infeccéo
secundaria com um sorotipo distinto do que causou a infeccdo priméaria. Halstead e
colaboradores (1967) estudando os quadros mais graves que ocorreram na Tailandia e em
outros paises asiaticos perceberam que os anticorpos produzidos na infecgdo primaria sdo
soro-especifico e promovem uma protecdo incompleta contra os demais sorotipos. Gubler
(1998) explica que o anticorpo heterotipico reconhece o virus e forma um complexo que é
internalizado pelos leucdcitos (principalmente macréfagos). Entretanto o virus nédo é
neutralizado e consegue se multiplicar dentro dos macréfagos, levando a um aumento na
carga viral (GUBLER, 1998).
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Este evento de facilitagdo da infeccdo de células pela ligagdo a anticorpos nao
neutralizantes é denominado no inglés Antibody-Dependent Enhancement (ADE). Em
resposta a infeccdo do DENV, ocorre a ativacdo de linfécitos T, que juntamente com as
células infectadas, comecam a secretar mediadores vasoativos como o fator de necrose
tumoral (TNF), IL-1, IL-1B, IL-6 e o fator ativador de plaquetas (PAF) resultando no aumento
da permeabilidade vascular, extravasamento de plasma e mau funcionamento do sistema
vascular que podem levar a uma hemorragia e ao choque hipovolémico, denominado como
sindrome de choque da dengue (GUBLER, 1998; GOTO et al.,, 2012; MALAVIGE et al.,
2004; MALAVIGE et al., 2012; MARTINA, KORAKA e OSTERHAUS, 2009).

O conhecimento sobre a patogénese do DENV ainda € limitado, pois ndo existe um
modelo animal ideal para estudar a infeccdo e a doenca (BARGERON, HSIAO e
NOISAKRAN, 2012).

1.8 MANIFESTACOES CLINICAS DA DENGUE

A dengue é uma doenca febril, ndo contagiosa que pode se mostrar como uma
doenca assintomatica, ou a forma de Febre da Dengue ou Dengue Classica (FD), Febre
Hemorragica de Dengue (FHD) e em Sindrome do Choque da Dengue (SCD) (HALSTEAD
et al., 1970; HALSTEAD, 1980).

Embora esta classificacdo seja muito conhecida e utilizada até os dias de hoje, a
Organizacdo Mundial de Saude propés uma nova classificacdo em 2009 de acordo com
niveis de gravidade da doenca. A partir de estudos clinicos e parametros de laboratério,
percebeu-se uma nitida diferenca entre os pacientes com dengue grave e nao grave. Os
pacientes com dengue ndo grave foram divididos em dois grupos, pacientes com e sem
sinais de alerta (DEEN et al., 2009; GOTO et al., 2012; MEDINA et al., 2012).

De acordo com a nova classificagcdo, dentro do grupo de pacientes com dengue n&o
grave, considera-se que o paciente esta com dengue quando ele vive ou viaja para uma
regido endémica e apresenta febre e dois dos seguintes critérios: nauseas, vomitos,
erupcdes, dores, prova do lago positiva, leucopenia ou qualquer sinal de alerta. Os sinais de
alerta sdo dor abdominal ou sensibilidade, vomitos persistentes, acumulagédo de fluido,
sangramento da mucosa, letargia e inquietagdo, aumento do hematdcrito acompanhado de
uma répida diminuicdo na contagem de plaquetas. Quando o paciente apresenta estes
sintomas h& a necessidade de uma observacao criteriosa e uma intervencdo médica (DEEN
et al., 2009).
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O paciente se encontra em um quadro de dengue grave quando ha o
extravasamento de plasma levando a SCD. Esta sindrome pode vir acompanhada de
acumulo de liquido com respiracdo mais intensa, hemorragia grave e o envolvimento de
orgaos como figado, através da elevacao de AST e ALT e sistema nervoso central, quando
sdo observadas alteracGes da consciéncia (DEEN et al., 2009).

A FD caracteriza-se por uma febre elevada (entre 39°C e 41°C) repentinamente
acompanhada de sinais e sintomas inespecificos como dores retro orbitais, na cabecga, nos
musculos e nas articulagbes e fraqueza. O paciente pode apresentar anorexia, paladar
alterado e uma leve dor de garganta. Podem acontecer eventos hemorragicos como
petéquias e purpura na pele e pequenos sangramentos na mucosa (GUBLER, 1998). Os
achados hematolégicos e bioquimicos dos pacientes sao neutropenia, linfocitose,
trombocitopenia, teste de torniquete positivo, elevacdo nos niveis das enzimas hepaticas
(BARROS et al., 2008; COHEN e HALSTEAD, 1966; HALSTEAD et al., 1970).

A FHD se assemelha muito a FD nos primeiros dias de infeccdo, entretanto ela
apresenta manifestacdes hemorragicas mais graves como petéquias, purpura e equimoses,
hemorragias na gengiva e no trato gastrointestinal. Além de trombocitopenia e
hemoconcetragcdo que podem conduzir a um aumento da permeabilidade vascular
(GUBLER, 1998). A SCD constitui um agravamento do quadro com o0 aumento da
permeabilidade vascular que leva ao derramamento do plasma dentro do compartimento
extravascular, resultando em hemoconcentracdo e diminuicdo da presséo arterial. Outras
manifestacdes observadas sdo taquicardia, esfriamento das extremidades do corpo e
diminuicdo da proteina total (COHEN; HALSTEAD, 1966; HALSTEAD, 1980; HALSTEAD et
al., 1970).

Apds a picada do mosquito do género Aedes infectado com o DENV, o aparecimento
dos sintomas acontece de trés a dez dias (CHAN e JOHANSSON, 2012). O curso da
doenca é caracterizado inicialmente por uma elevacdo na viremia. Esta fase dura até o
guinto dia ap6s o inicio dos sintomas. A partir do sexto dia, ocorre a soroconversao e
consequentemente, a diminuicdo da carga viral (Figura 5) (HALSTEAD, 1980; JARMAN et
al., 2011; PAULA e FONSECA, 2004; VAUGHN et al., 2000).

Na infeccdo primaria, a partir do sexto dia os niveis de imunoglobulina M (IgM) se
mostram aumentados até o seu pico maximo que se da em torno do 10° dia, considerada a
fase aguda da infeccdo. Por volta do 70° dia, os anticorpos IgM declinam até atingirem
niveis ndo detectaveis. As imunoglobulinas G (IgG) aparecem um ou dois dias apés o
aparecimento de IgM e persistem em niveis detectaveis pelo resto da vida, conferindo
imunidade duradoura para aquele sorotipo especifico. A fase de convalescengca é
caracterizada pelo declinio nos niveis de IgM e permanéncia dos niveis de IgG (BARROS et

al., 2008; LIMA et al., 2012). Na infeccdo secundéaria a IgG remanescente da infecgdo
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primaria € a primeira imunoglobulina a ser produzida. A IgM é produzida em niveis bem
menores, quando comparados a primeira infeccdo (HALSTEAD et al., 1967; PAULA e
FONSECA, 2004).

1.9 DIAGNOSTICO

O diagnéstico da dengue € baseado em dados clinicos, epidemiolégicos e
laboratoriais (BARROS et al., 2008). Como a dengue tem um amplo espectro de sintomas,
sendo muitos inespecificos, € de grande importancia a confirmacdo laboratorial. O
conhecimento do agente etiolégico além de permitir um manejo clinico adequado do
paciente, contribui com os dados epidemiolégicos ao propiciar aos 6rgdos competentes uma
notificacdo mais confiavel (DEEN et al., 2009).

O diagndstico laboratorial inclui exames inespecificos, como hemograma, contagem
de plaquetas, coagulograma, provas da funcdo hepatica e dosagem da albumina sérica e,
exames especificos, tais como os testes soroldgicos, o isolamento do virus em cultura de
células e a pesquisa do material genético viral por meio de técnicas moleculares (BARROS
et al., 2008; PAULA e FONSECA, 2004).

A fase aguda da doenca, compreendida até o quinto dia apés o inicio dos sintomas,
€ caracterizada pela elevada carga viral (viremia) e pela presenca do antigeno NS1. Nesta
fase o diagndstico da dengue é facilitado por meio do isolamento do virus em cultura de
células, da deteccdo molecular do genoma do DENV e a pesquisa de NS1 (Figura 5)
(PAULA e FONSECA, 2004).

O isolamento viral em cultura de células constitui uma técnica muito utilizada em
laboratorios de pesquisa. A maior vantagem deste método € amplificacdo do virus, o que
permite a sua caracteriza¢do genética, bem como a realizacdo de outros testes, como o de
susceptibilidade a drogas (MELO, 2010). A limitagdo desta técnica é o tempo consumido,
pode ser necessario mais de sete dias de cultura para observar os resultados (JARMAN et
al., 2011). Entre as linhagens de células utilizadas no isolamento do DENV, os clones de
células C6/36 de Aedes albopictus sdo os mais amplamente empregados devido a sua alta
sensibilidade e estabilidade (SAMUEL e TYAGI, 2006).

As técnicas de biologia molecular tem se mostrado muito Uteis no diagndstico, pois
fornecem um resultado rapido, preciso, acurado, sensivel e permitem a detecgdo de virus
gue sao de dificil isolamento nos sistemas normalmente empregados (CHEN et al., 2010).

Outro ponto a ser considerado € o grande numero de amostras que podem ser analisadas
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(PAULA e FONSECA, 2004). Entretanto, esta técnica apresenta como limitagdo a
dificuldade na detecgdo em amostras com carga viral baixa (SAMBROOK; RUSSELL, 2001).

Varios protocolos tém sido desenvolvidos no intuito de detectar e identificar o tipo de
virus responsavel pela infeccao de dengue. A Reacdo em Cadeia da Polimerase precedida
de Transcricdo Reversa (RT-PCR) permitiu uma das etapas mais importantes no diagnéstico
molecular do virus, que é a producdo de uma fita de DNA complementar (cDNA) a partir
uma fita de RNA fita simples e a identificacdo do tipo de acordo com o tamanho de
fragmento de DNA gerado (BRONZONI et al., 2005; LANCIOTTI et al., 1992; SAMUEL e
TYAGI, 2006). Outro aspecto a ser considerado sdo o desenvolvimento de protocolos de
multiplex PCR. A realizacdo de uma reacdo de PCR com mais de um primer especifico para
diferentes cepas virais tem agilizado o diagnéstico (PAULA e FONSECA, 2004).

A deteccdo de NS1 constitui um método soroldgico de grande utilidade. Como este
antigeno pode ser detectado a partir de um dia antes do inicio dos sintomas e até cinco dias
apos o inicio dos sintomas, ele permite um diagnéstico mais rapido durante a fase aguda da
infeccdo. Este ensaio pode ser realizado por imunocromatografia e por ELISA (BISORDI et
al., 2011).

A partir do terceiro dia apds o inicio dos sintomas, o paciente com dengue pode
desenvolver alteracbes hematolégicas e bioquimicas, como leucopenia, neutropenia,
presenca de linfécitos atipicos, trombocitopenia e 0o aumento na dosagem das enzimas
hepaticas (AST e ALT) e da albumina sérica, que podem ser detectadas por exames
inespecificos como o hemograma, a contagem de plaquetas e a dosagem das enzimas
hepaticas. A observacdo destas alteracdes nestes exames pode contribuir com o
diagnéstico da doenca. Em muitos casos 0s testes soroldgicos séo realizados em conjunto
para confirmar o diagnéstico (AZIN et al., 2012; BARROS et al, 2008; COHEN e
HALSTEAD,1966).

Apoés o sexto dia do aparecimento dos sintomas é observado a reducdo na carga
viral e a producdo de anticorpos. Nesta fase o diagnostico é feito por meio dos testes
sorologicos. Entre os métodos empregados na detecgdo dos anticorpos contra o DENV, o0s
mais utilizados na rotina laboratorial sdo o ensaio imunoenzimatico para IgM e IgG (ELISA)
e o0 imunocromatogréfico (Figura 5) (LIMA et al., 2012; PAULA e FONSECA, 2004). Estes
testes apresentam maior rapidez, simplicidade, sensibilidade e ndo exigéncia por
equipamentos caros e sofisticados, contribuindo também para a monitorizacdo de regides
endémicas e notificacdo as autoridades competentes (BISORDI et al., 2011). Entretanto,
constituem limitagBes destas técnicas a ocorréncia de rea¢des cruzadas entre 0s anticorpos
dos quatro sorotipos do DENV e os de outros flavivirus e o fato dos anticorpos serem melhor
detectados a partir do quinto dia apds o inicio dos sintomas (PAULA e FONSECA, 2004).
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m RT-PCR eisolamento viral em cultura de células.
D Deteccao de NS1 por ELISA ou teste imunocromatografico.
D Deteccao de IgM e/ou IgG por ELISA ou teste imunocromatografico.

Figura 5 - Curso de uma infeccdo primaria de dengue e opcOes de diagndstico laboratorial de
acordo com afase da doenca. Adaptado de SIMONS et al., 2012.

1.10 PREVENCAO, CONTROLE E TRATAMENTO DA DENGUE

Ainda ndo existe uma vacina contra a dengue licenciada para uso, entretanto,
pesquisas tém sido desenvolvidas no intuito de obter uma que seja segura e eficaz. Entre
as limitacbes encontradas para a obtencdo da vacina incluem a necessidade da vacina
conferir protecdo contra todos DENVs, a dificuldade de encontrar um modelo animal
adequado para o estudo da resposta imunoldgica e o custo relacionado ao processo de
desenvolvimento. Com a descoberta do DENV 5 o desenvolvimento de uma vacina torna-se
ainda mais desafiador (GUY e ALMOND, 2008; MAHONEY et al., 2012; MURRELL, WU e
BUTLER, 2011; SABCHAREON et al., 2012; SCIENCE, 2013).

Embora diversas drogas tenham sido testadas, até o momento ndo existe um
tratamento especifico para a dengue. A doenca é tratada com medicamentos para aliviar 0s
sintomas, como o uso de antipiréticos para controlar a febre alta e a hidratacdo do paciente
(ALEN e SCHOLS, 2012; RAJAPAKSE, RODRIGO e RAJAPAKSE, 2012). Outro
procedimento recomendado para 0S cas0os mais graves com sinais hemorragicos
pronunciados é a transfusdo de plaquetas (GAMAKARANAGE et al., 2012). E importante

ressaltar que existem drogas contraindicadas para pacientes com suspeita de dengue, como
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os antiinflamatérios nao-esteroidais (especialmente a aspirina). Esta classe de
medicamentos inibe a funcdo plaquetéria deixando o paciente com dengue mais predisposto
a sofrer sangramentos (GORZONI, MASSAIA e PIRES, 2010).

Diante deste cenario, 0 combate ao vetor transmissor constitui a principal medida de
controle da dengue. Entre as estratégias que tém sido utilizadas para controlar o mosquito
destacam-se a aplicacdo de inseticidas, a destruicdo dos possiveis focos criadouros de
larvas, como vedar caixas d’agua e nao deixar vasilhames expostos para impedir o acumulo
de agua, e as campanhas de conscientizacdo da populacdo (BRAGA e VALLE, 2007;
CASTRO et al., 2012).

1.11 EPIDEMIOLOGIA

1.11.1 Dengue no mundo

A dengue concentra-se nas regides tropicais e subtropicais (HALSTEAD, 1980). As
altas temperaturas e o0s elevados niveis pluviométricos desta regido favorecem o
desenvolvimento do mosquito transmissor da dengue (Figura 6) (SOUZA, SILVA e SILVA,
2010). Estima-se que 2,5 milhdes de infeccbes de dengue ocorram anualmente e
aproximadamente 50 bilndes de pessoas residam nos paises localizados na area endémica
(NATHAN, DAYAL-DRAGER e GUZMAN, 2009).

'
Countrns of 0ds whete k
4orgue Nas been reparted

Figura 6 - Mapa da distribuicdo mundial dos paises ou éareas onde a dengue tem sido
reportada. Fonte: Retirado de WHO, 2012.
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1.11.2 Dengue no Brasil

A maior parte dos casos de dengue acontece nos centros urbanos durante os meses
mais quentes e Umidos do ano, que sdo 0s cinco primeiros meses do ano, compreendendo
de janeiro a maio, periodo considerado como epidémico (MACIEL, SIQUEIRA JUNIOR e
MARTELLI, 2008; SOUZA, SILVA e SILVA, 2010). Os primeiros casos de dengue no Brasil
foram registrados em Niteréi (Rio de Janeiro) em 1923 e a doenca foi diagnosticada com
base em critérios clinicos (TEIXEIRA, BARRETO e GUERRA, 1999). A primeira epidemia de
dengue, de que se tem relato aconteceu em 1981 na cidade de Boa Vista (Roraima, regiéo
Norte), na qual foi possivel confirmar laboratorialmente a circulagdo dos tipos 1 e 4
(CORDEIRO, 2010).

Anos mais tarde, em 1986, ocorreu um grande surto no Rio de Janeiro em que foi
detectado o DENV-1. Deste estado, o virus se propagou para as regides Nordeste e Centro-
Oeste do pais e foi o tipo predominante no Brasil na década de 80 (ARAUJO et al., 2006). A
partir do sequenciamento e analise do genoma de amostras de DENV-1 obtidos no Brasil,
descobriu-se gue todos os isolados pertenciam ao genétipo V e que houve a cocirculacao de
algumas linhagens, sendo que uma linhagem foi introduzida duas vezes, quase a0 mesmo
tempo, em diferentes regiées do pais (DRUMOND et al., 2012a).

O primeiro relato de DENV-2 no pais aconteceu no Rio de Janeiro em 1990 e depois
em diversos estados brasileiros. A introdu¢do do DENV-2 foi acompanhada do aumento no
numero de epidemias e da ocorréncia de quadros mais graves de dengue como FHD e SCD
(CRUZ et al., 2010; CUNHA et al., 1997; revisado por DRUMOND et al., 2012b). No Brasil
ja foram relatados o genotipo Il de DENV-2 (ARAUJO et al., 2006) e o gendtipo Sudeste
Asiatico/Americano (CHEN e VASILAKIS, 2011). Além destes gendtipos, ja foi observado a
introducdo, propagacdo e circulacdo de trés linhagens de DENV-2 bem definidas, em
diferentes momentos, cuja origem provavelmente é o Caribe (DRUMOND et al., 2012b).

O DENV-3 foi identificado primeiramente no Rio de Janeiro em 2000. Este tipo viral
foi considerado o responsavel por uma das maiores epidemias no Estado do Rio de Janeiro,
com um elevado nimero de casos de FHD e de mortes. Nos anos seguintes ocorreram
relatos de DENV-3 em diversos estados brasileiros, demonstrando a sua rapida propagacgao
(ARAUJO et al., 2012). No Brasil ha a cocirculacdo dos gendtipos Ill e V de DENV-3 na
regidao Norte, sendo o0 gendtipo V associado a quadros mais graves de dengue em Porto
Velho (AQUINO et al., 2009; CASTRO et al., 2013; CHEN e VASILAKIS, 2011; NOGUEIRA
et al., 2008). O gendtipo Il descrito no pais apresentou quatro linhagens distintas
filogeneticamente (ARAUJO et al., 2012).
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O primeiro relato de reintroducdo do DENV-4 no Brasil ocorreu em Manaus, em 2008
(FIGUEIREDO et al., 2008). No pais ja foram identificados o gendtipo | em pacientes de
Manaus, estado do Amazonas (MELO, ROMANO e ZANOTTO, 2009) e o gendtipo Il em
amostras de pacientes provenientes dos estados de Séo Paulo, Parana e Rio Grande do Sul
(SOUZA et al., 2011).

A situacdo epidemiolégica atual do Brasil é caracterizada pela circulagdo dos quatro
sorotipos virais (Figura 7) e pelo elevado nimero de casos de dengue (Tabela 1). Em 2013,
foram notificados 1.476.917 casos suspeitos de dengue (MINISTERIO DA SAUDE, 2013).

Sorotipos circulantes

[ sem identificagéo
[ DENV- 4
DENV-1e 4

Il DENV-2¢e 4

[ DENV-3 e 4

[ DENV-1,2e4
Il DENV-1.3¢e4
Il Sem informagéao

Figura 7 - Distribuicdo dos sorotipos virais no Brasil de janeiro a mar¢o de 2013. Fonte:
SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE, 2013.
1.11.3 Dengue em Minas Gerais e em Juiz de Fora

Os primeiros relatos de casos de dengue em Minas Gerais aconteceram a partir de
1987 (PONTES e RUFFINO-NETO, 1994). Desta data em diante, o estado ja apresentou
epidemias em diversas cidades (Tabela 1). Entre 2006 e 2007, foram detectados o0s
sorotipos 1, 2 e 3 em um inquérito soroepidemiolégico em trés distritos de Belo Horizonte
(PESSANHA et al., 2010). Esta informacéo foi confirmada pela Secretaria de Estado de
Salde de Minas Gerais (2013), que também comunicou a reintrodugcdo do DENV-4 no
estado. Esta situagdo exige uma intensificacdo das acdes de combate ao vetor, haja vista a
maior possibilidade de ocorréncia de casos graves da doencga.

Em 2013 o estado passou por uma grande epidemia, totalizando 435.828 casos

confirmados, valor que excede o numero registrado em 2010, quando Minas Gerais foi



31

considerado o estado com maior nimero de notificagdes (DATASUS, 2013; MINISTERIO
DA SAUDE, 2013).

Juiz de Fora (MG) é o maior municipio da Zona da Mata mineira, sendo considerada
a capital regional da Zona da Mata e principal pélo de atendimento a salde desta Regido. A
cidade tem aproximadamente 500 mil habitantes (IBGE, 2013) e localiza-se a 272 km de
Belo Horizonte e 184 km do Rio de Janeiro (capital) (DNIT, 2010). Além de sua proximidade
com estas duas importantes cidades brasileiras, que usualmente apresentam grandes
epidemias de dengue, ha um intenso transito de pessoas entre Juiz de Fora e estas duas
capitais facilitando a introducéo e cocirculacdo de tipos e genétipos na regido. O municipio
vem enfrentando grandes epidemias de dengue nos ultimos anos, com a ocorréncia de
guadros graves e mortes, como por exemplo, em 2010, quando foram notificados 8.816
casos (Tabela 1). Deste total, 16 casos evoluiram para O6bito. Em 2013, Juiz de Fora
apresentou 5.264 casos confirmados (Dados disponibilizados pela Secretaria de Saude de
Juiz de Fora, 2014).

Tabela 1 - NotificagBes registradas no Sistema de Informagdo de Agravos de Notificagdo
(SINAN net) no Brasil, em Minas Gerais e em Juiz de Fora de 2007 a 2012.

Local 2007 2008 2009 2010 2011 2012

Brasil 500.339 559.895 386.133 984.425 730.292 540.844
Minas Gerais  28.528 49.251 53.294 209.472 38.370 22.949
Juiz de Fora 372 491 280 8.816 2.748 46

Fonte: DATASUS, 2013.
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2 JUSTIFICATIVA

A dengue tem se destacado como a arbovirose de maior relevancia para a saude
publica no Brasil e no mundo, principalmente pelo nUmero de pessoas que estdo nas areas
de transmissdo da doenca e pelas complicacdes que podem surgir. O pais tem passado por
muitas epidemias nos ultimos anos. Em 2010 e 2011, por exemplo, foram notificados
nameros expressivos de casos no Brasil, 984.425 e 730.292, respectivamente, 0 que exige
maior atencao por parte das autoridades sanitarias.

Varios fatores estdo relacionados aos quadros mais graves de dengue, dentre eles
destacam-se a existéncia de gendtipos mais virulentos e a ocorréncia de uma infeccéo
secundaria causada por um tipo diferente do responsavel pela primeira infecgdo. Existem
gendtipos de DENV mais virulentos que estdo associados a infecgdes mais severas. A
aquisicao da viruléncia esta relacionada principalmente a variabilidade genética dos virus,
gue pode ser ocasionada tanto pela introducdo de novos tipos, genétipos e linhagens virais,
como pelas mutagdes. AlteracBes na sequéncia de nucleotideos podem conferir vantagens
aos virus, como melhorar a habilidade de se replicar em mondécitos, aumentar a carga viral e
contribuir com a sua transmisséao, tornando-o0 mais virulento. Outro fator que pode levar aos
guadros mais graves € a ocorréncia de uma infeccdo secundaria por um tipo viral diferente
do responséavel pela infeccdo primaria. Como os anticorpos sdo soros-especificos, quando
um individuo é reinfectado por um tipo viral diferente, o virus € parcialmente neutralizado,
levando a um agravamento da doenca. Este evento é favorecido pela cocirculacdo de tipos
virais em uma mesma area. A situacdo epidemiolégica de dengue no pais é caracterizada
pela presenca do DENV-4 em alguns estados e pela circulacdo simultanea de mais de um
tipo viral em outras regies (SECRETARIA DE ESTADO DE SAUDE DE MINAS GERAIS,
2013). Diante desta situacdo, estudos de deteccdo dos tipos de DENV tem grande
relevancia no Brasil.

No pais ha um maior nimero de casos de dengue na regido Sudeste (41,7%),
seguida pelas regides Nordeste (36,3%), Centro-Oeste (36,3%), Norte (10,5%) e Sul (1,2%).
Minas Gerais se localiza na regido de maior ocorréncia da doenca e ja apresentou
epidemias em varios municipios.

A cidade de Juiz de Fora, a maior cidade da Zona da Mata mineira, é caracterizada
por um grande transito de pessoas entre as cidades de Belo Horizonte e Rio de Janeiro que
j& apresentaram casos mais graves da doenca, o que facilita a introducdo e cocirculagdo de
tipos e gendtipos na regido. O municipio vem enfrentando grandes epidemias de dengue

nos ultimos anos, com a ocorréncia de quadros graves e mortes.
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A realizagdo do monitoramento molecular de DENV em larvas e mosquitos do
ambiente proposta por este trabalho permitira investigar se eles estdo infectados com o
DENV e, desta forma, detectar precocemente o(s) sorotipo(s) viral (is) que esta (do)
circulando, mesmo em periodos nao epidémicos. A analise de amostras de DENV obtidas
de pacientes também é de grande importancia, pois além de realizar a identificacao do(s)
sorotipo(s) que esta (do) causando doenca na populacéo, permite verificar se ha correlagédo
entre o sorotipo viral com os quadros clinicos observados. O emprego das técnicas
moleculares contribui com a identificacdo e genotipagem dos virus circulantes, o que
representa uma vantagem frente aos testes soroldgicos. A partir destes conhecimentos
podem ser obtidos dados pertinentes a transmissao, origem e circulacdo destes virus na
regido.

Os resultados obtidos nesta pesquisa podem fornecer subsidio para a estruturacao
de politicas publicas e o estabelecimento de medidas de prevencéo e controle, que podem
levar a reducéo do numero de casos e o tempo de duracao das epidemias de dengue nesta

regiao.



34

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

e Detectar e caracterizar as amostras de DENV circulantes no municipio de Juiz de
Fora — MG, no periodo de 2011 a 2013.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Investigar a infeccdo pelo DENV em pools de larvas de Aedes sp. e pools de
mosquitos Aedes aegypti coletados em pontos estratégicos de Juiz de Fora, MG, em

periodos epidémicos e nao epidémicos.

e Investigar a infeccdo pelo DENV em amostras de soro de pacientes com suspeita de

dengue em Juiz de Fora, MG por meio de testes soroldgicos e moleculares.
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4 MATERIAL E METODOS

As etapas de realizagéo deste trabalho seguiram o fluxograma abaixo (Figura 8).

Soros de paciente Larvas e mosquitos Aedes aegypti
‘ Coleta das amostras

| Coleta das amostras

ANALISEDAS | [DETECCAO DETECCAO Separdedadas
FICHAS DOS DENS1 MOLECULAR amostrasem “pools
PACIENTESE 3 @
DOS J
RESULTADOS " " X
SOROLOGICOS Analise dos | Extracéo de RNAtotal | | DETECCAOMOLECULAR ‘
resultaclos & g'
‘ Transcricédo reversa ‘ | Extracdo de RNAtotal l
PCR ‘ Transcricao reversa |
Muttiplex-semi-Nested-PCR l PCR
S | Muttiplex-semi-Nested-PCR |
produtos amplificados 3
B' ’ Deteccéo dos produtos amplificados ’
Analise dosresultados ‘ 3

| Analise dosresultados l

Figura 8 - Fluxograma da estratégia de estudo.

4.1 OBTENCAO DAS AMOSTRAS

4.1.1 Larvas e mosquitos

A coleta das larvas e dos mosquitos Aedes aegypti foi coordenada pela Chefia do

Departamento de Vigilancia Epidemiolégica e Ambiental (DVEA) da Prefeitura de Juiz de
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Fora. As larvas e os mosquitos foram coletados de pontos estratégicos estabelecidos pelo
DVEA em visitas periodicas nos bairros com o auxilio do puc¢é, no periodo de abril de 2011 a
marco de 2013. Em seguida, eles foram identificados pela equipe técnica do Laboratério de
Entomologia do DVEA/Prefeitura de Juiz de Fora, separados por bairros, acondicionados
sobre refrigeracdo e encaminhados para o Laboratério de Virologia da Universidade Federal
de Juiz de Fora em caixa térmica. Estes materiais foram organizados em “pools” (conjuntos)
levando em consideracéo a espécie do vetor, o local de coleta e a semana epidemioldgica.
Cada “pool” de larvas continha no maximo 50 unidades e cada “pool” de mosquitos
apresentava no maximo 20 unidades. Os microtubos foram armazenados em freezer -20°C
até o processo de extracdo de RNA total.

Antes da realizagcdo da extracdo do RNA total, com base nas informac¢des de onde
cada amostra foi coletada (qual bairro), as amostras foram organizadas e classificadas de
acordo com as principais regides do municipio. Para esta andlise foi consultado o site oficial
da Prefeitura de Juiz de Fora (PREFEITURA DE JUIZ DE FORA, 2013).

Pelo menos cinco “pools” de larvas coletadas em regifes diferentes de Juiz de Fora
foram analisados mensalmente. Os ‘pools” de mosquitos analisados foram selecionados de
forma a avaliar amostras de diferentes bairros e regiées, no intuito de abranger ao maximo o

municipio.

4.1.2 Amostras clinicas

Amostras de soro de pacientes com suspeita de dengue foram obtidas da Santa
Casa de Misericérdia de Juiz de Fora, Laboratoério Lawall e do Hospital Universitario de 2011
a 2013. Como a cidade de Juiz de Fora é um polo de referéncia em atendimento a saude,
da Zona da Mata mineira, ela recebe varios pacientes de outros municipios. Dessa forma,
nem todas as amostras clinicas pertencem a pacientes residentes de Juiz de Fora. A
pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Juiz
de Fora e da Santa Casa de Misericordia (Parecer n°® 352/2010) (ANEXOS A e B,
respectivamente).

As amostras de soro foram aliguotadas em microtubos contendo 150 pl e foram

armazenadas no freezer a -70°C até o momento da extragao.
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4.1.3 Sobrenadante de cultura de células infectadas com DENV

Os controles positivos foram o0s sobrenadantes de cultura de células de mosquitos
(C6/36) infectadas com cada sorotipo do DENV. Estas amostras foram gentilmente cedidas
pela Dra. Erna G. Kroon do Laboratério de Virus, da Universidade Federal de Minas Gerais.

4.2 EXTRACAO DE RNA TOTAL

4.2.1 Larvas

A extracdo de RNA total das larvas foi realizada pelo método da silica (BOOM et al.,
1990). Os pools de larvas foram macerados com pistilos plasticos estéreis e macerador
automatico (Pellet pestle, disposable cordless motor Sigma-Aldrich®) e acrescidos de 900uL
de tampéo de lise. Em seguida, foram agitados por uma hora no homogeneizador horizontal
a 70 rpm. O material foi separado em centrifuga (Thermo Electron Corporation® CR3i
multifunction) por 5 minutos a 6.800 x g e o0 sobrenadante obtido foi transferido para um
novo tubo, onde foram adicionados 50uL de solu¢do de silica. O contetdo foi
homogeneizado manualmente por dois minutos e centrifugado por 45 segundos a 1.700 x g.
O sobrenadante obtido foi descartado e ao sedimento foram acrescentados 500 uL de
solucdo de lavagem e centrifugado por 45 segundos a 1.700 x g e o sobrenadante foi
removido. Este processo foi repetido duas vezes. A seguir, o sedimento foi lavado duas
vezes com 500puL de etanol (Sigma®) a 70%, centrifugado por 45 segundos a 1.700 x g e 0
sobrenadante foi retirado. O sedimento resultante foi suspendido com 500uL de acetona PA
(Sigma®) e homogeneizado em vortex (Certomat®). O contetdo foi centrifugado por 45
segundos a 1.700 x g e o sobrenadante foi removido com o auxilio de pipeta. Com a
finalidade de secar o sedimento, os microtubos foram deixados no banho-maria a 56°C por
10 minutos de tampa aberta. Ao material foram adicionados 50uL de tampéo Tris-EDTA (TE)
previamente aquecido a 56°C, os tubos foram homogeneizados em agitador do tipo vortex e,
em seguida, foram centrifugados por 5 minutos a 6.800 x g. O sobrenadante final que
continha o RNA foi separado em aliquotas de 10 uL e estocado a -70°C até ser utilizado no

processo de transcrigdo reversa.
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4.2.2 Mosquitos

A extracdo de RNA total dos mosquitos foi realizada pelo método do Tri-reagente
Sigma® que seguiram as orientacdes fornecidas pelo fabricante. Ao pool de mosquitos foram
adicionados 250 pL de tampéao fosfato salino (PBS, do inglés “phosphate buffered saline”) e
macerado com o auxilio de pistilos plasticos estéreis e macerador automatico (Pellet pestle,
disposable cordless motor Sigma-Aldrich®). Em seguida, o material foi separado por
centrifuga (Thermo Electron Corporation®, CR3i multifunction) a 4.000 x g por 3 minutos a
4°C. Ao sobrenadante foi acrescido de um ml de Tri-reagente e incubado de 5 a 10 minutos,
a temperatura ambiente. A seguir, foram adicionados 200 pL de cloroférmio (Sigma®) ao
contetdo, homogeneizado vigorosamente por 15 segundos e incubado a temperatura
ambiente, por 3 minutos. O material foi centrifugado por 15 minutos a 12.000 x g. Apos a
centrifugacao, a fase aquosa foi transferida para um novo tubo devidamente identificado e
acrescida de 500 pL de isopropanol (Sigma®). Em seguida, o contetido foi incubado por 10
minutos a temperatura ambiente e centrifugado a 12.000 x g, por 10 minutos. Nesta etapa
houve a precipitacdo do RNA e formacdo de um sedimento com a consisténcia de gel. O
sobrenadante foi removido e o sedimento foi lavado com 1 ml de etanol (Sigma®) a 75%. A
seguir, o contetido foi homogeneizado em agitador do tipo vortex (Certomat®) e centrifugado
por 5 minutos a 7.500 x g. O sobrenadante foi retirado e o tubo foi mantido com a tampa
aberta de 5 a 10 minutos para o sedimento secar. O RNA foi suspendido com 40 a 60 pL de
agua tratada com dietil pirocarbonato (DEPEC). Foram feitas aliquotas de 10 pyL e estas

foram congeladas a -70°C até ser utilizada na transcricdo reversa.

4.2.3 Amostras clinicas e sobrenadante de cultura de células infectadas com DENV

O RNA total das amostras de soro e de sobrenadante de células infectadas com
DENV foi obtido método da silica (BOOM et al., 1990) como descrito anteriormente. Foram
empregados 150 pl de soro e de sobrenadante no processo de extracdo. Em todas as
amostras, o RNA extraido foi aliquotado em quantidades de 10 pl e armazenados no freezer

-70°C até o momento de ser utilizado na transcri¢éo reversa.
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4.3 DETECCAO MOLECULAR DO MATERIAL GENETICO DE DENV

Nesta etapa foram empregados os protocolos de Lanciotti e colaboradores (1992) e
Vilela e colaboradores (2010). Estas metodologias visam a amplificacdo da regido do
genoma do DENV compreendida pelos genes C e prM e utilizam os iniciadores D1, D2, TS1,
TS2, TS3, TS4 e D1.2AP (Tabela 2).

Tabela 2 - Iniciadores utilizados na deteccéo do tipo de DENV que tem como alvo as regides C
e prM do genoma.

Iniciador Sequéncia (5’ - 3')
D1 TCAATATGCTGAAACGCGCGAGAAACCG
D2 TTGCACCAACAGTCAATGTCTTCAGGTTC
TS1 CGTCTCAGTGATCCGGGGG
TS2 CGCCACAAGGGCCATGAACAG
TS3 TAACATCATCATGAGACAGAGC
TS4 CTCTGTTGTCTTAAACAAGAGA

D 1. 2AP TGGCGAAGAGATTCTCAAAAG

Fonte: LANCIOTTI et al, 1992 e VILELA et al., 2010.

4.3.1 Transcri¢ao reversa

Para a sintese do cDNA, o RNA extraido de larvas, mosquitos, soros de pacientes e
sobrenadante de cultura de células infectadas com DENV foram submetidos a reacdo de
transcricdo reversa. Em microtubos, 30 pmol do iniciador reverso D2 (IDT®) foram
adicionados a 8ul (aproximadamente 500 ng) do RNA extraido. Os tubos foram submetidos
a incubacgédo a 70°C por 10 minutos para desnaturacdo e em seguida, foram incubados por
dois minutos em banho de gelo. A seguir, ao contetdo foi acrescido a mistura de reagentes
gue apresentava tampao uma vez concentrado (250 mM Tris-HCI, pH 8,3, 375 mM KCI, 15
mM MgCl,, Promega®), 50 mM de dNTP (Ludwig®), 200 mM de DTT (Ditiotreitol, Promega®),
200 U da Transcriptase reversa MMLV (Moloney Murine Leukemia Virus, Promega®) e agua
DEPEC suficiente para completar o volume de 20 pyL. Os microtubos foram incubados em

termociclador (Eppendorf® Mastercycler Thermal Cyclers), a 42°C por uma hora e 72°C por 5
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minutos. Ao final, os produtos da reacdo foram armazenados a -20° (LANCIOTTI et al.,
1992).

4.3.2 PCR

A estratégia empregada nesta metodologia é a realizacdo de um PCR em que ha a
amplificacdo de um fragmento de aproximadamente 511 pb, que compreende uma regido do
genoma comum aos quatro sorotipos de DENV. Um microlitro do sobrenadante do produto
produzido na etapa anterior foi acrescido a mistura de reagentes contendo: tampao uma vez
concentrado (200 mM Tris-HCI, pH 8,4, 500 mM KCI, Promega®), 25 mM de dNTP
(Ludwig®), 37,5 mM de MgCl, (Promega®), 2,0 pmol do iniciador D1 e 2,0 pmol D2 (IDT®),
0,25 U de Tag DNA Polimerase (Promega®) e agua suficiente para completar 25 pl. Os
tubos, a seguir foram incubados em termociclador Eppendorf® Mastercycler Thermal Cyclers
e submetidos ao programa de desnaturacdo inicial de 95°C por 5 minutos, seguido de 35
ciclos de desnaturacéo a 94°C por 50 segundos, pareamento dos iniciadores a 55°C por 50
segundos e extensdo a 72°C por 50 segundos, finalizando com extenséao final 72°C por 5
minutos (LANCIOTTI et al., 1992).

4.3.3 Multiplex-semi-Nested-PCR

Nesta etapa da deteccdo molecular, foi mantido um dos iniciadores (D1) e
empregado o iniciador D1.2AP (VILELA et al., 2010) e/ou os iniciadores especificos para
cada tipo de DENV (TS1, TS2, TS3 e TS4) (LANCIOTTI et al., 1992).

Para a deteccdo do DENV em larvas, foi feita uma Multiplex-semi-Nested-PCR,
usando o iniciador D1 e os quatro iniciadores especificos na reagéo (TS1, TS2, TS3 e TS4).

A deteccdo do tipo do DENV em mosquitos, amostras clinicas e sobrenadante de
cultura de células infectadas com DENV foi realizada em duas reacdes de Multiplex-semi-
Nested-PCR para cada amostra. Primeiramente foi feita uma reacdo com os iniciadores D1,
TS1 e TS3. Em seguida, foi realizada outra reagdo com os iniciadores D1, TS2 e TS4. Estas
combinagfes de iniciadores foram selecionadas em virtude dos tamanhos dos fragmentos
esperados, de forma a facilitar a visualizagédo dos produtos amplificados, ap6s a separacéo

eletroforética (Tabela 3).
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Um microlitro do sobrenadante do produto obtido na reag&o anterior foi acrescido da
mistura de reagentes contendo: tampdo uma vez concentrado (200 mM Tris-HCI, pH 8,4,
500 mM KCI, Promega®), 25 mM de dNTP (Ludwig®), 37,5 mM de MgCl, (Promega®), 1,0
pmol do iniciador D1 e 1,0 pmol de cada TS (IDT®), 0,25 U de Tag DNA Polimerase
(Promega®). A seguir os tubos foram incubados em termociclador (Eppendorf® Mastercycler
Thermal Cyclers) e submetidos ao programa de desnaturacgéo inicial de 95°C por 5 minutos,
seguido de 35 ciclos de desnaturacéo a 94°C por 50 segundos, pareamento dos iniciadores
a 55°C por 50 segundos e extensdo a 72°C por 50 segundos, finalizando com extensao final
72°C por 5 minutos (LANCIOTTI et al., 1992).

Com o objetivo de fazer uma rapida triagem nas amostras clinicas foi realizado em
paralelo um “semi-Nested PCR”. Esta etapa previa a amplificacdo de um fragmento de 434
pb da regido que contém os genes do capsideo e da pré-membrana (C-prM) presente nos
guatro tipos virais (Tabela 3). Nesta reacao foram utilizados o iniciador D1 (LANCIOTTI et
al.,1992) e o iniciador D1.2AP (VILELA et al., 2010). As condi¢gbes de termociclagem foram

as mesmas descritas anteriormente no Multiplex-semi-Nested-PCR.

Tabela 3 - Combinacdo dos iniciadores e tamanhos dos fragmentos esperados da reacdo
Multiplex-semi-Nested-PCR e semi-Nested-PCR com base nas regifes C e prM do genoma.

Combinacéo dos iniciadores  Tamanho do fragmento esperado

D1+ TS1 482 pb
D1+ TS2 119 pb
D1+ TS3 290 pb
D1+TS4 392 pb
D1+ D1.2 AP 434 pb

Fonte: LANCIOTTI et al., 1992 e VILELA et al., 2010.

4.4 DETECCAO DOS PRODUTOS AMPLIFICADOS

O produto obtido na ultima reacdo de cada protocolo foi separado em gel de
poliacrilamida 8% por eletroforese. O gel foi montado em uma cuba vertical (10x10,
BioRad®), com tamp&o Tris-Borato-EDTA (TBE) 1 X, pH 8,4 e a eletroforese ocorreu a 100
volts por 1 hora e 15 minutos. Em cada poc¢o foram aplicados 10 pL do produto acrescidos
de 2,5 uL do tampao de corrida 6 x concentrado (0,25% de xileno de cianol, 40% de
sacarose). Foi utilizado o padrdo de tamanho de DNA de 100 pb (Ludwig® Biotec) (BASSAN,
CAETANO-ANOLLES e GRESSHOFF, 1991).
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Apbés a separacao eletroforética, o gel foi corado com o nitrato de prata.
Primeiramente o gel foi imerso em uma solucado fixadora 1 (40% de metanol, 10% &acido
acético e 50% de agua) por 30 minutos sob agitacao constante de 45 rpm. A seguir, o gel foi
lavado e imergido na solucédo fixadora 2 (10% de etanol, 5% de acido acético e 85% de
agua) por 30 minutos sob agitacdo constante de 45 rpm. O proximo passo foi deixar o gel
por 10 minutos em uma solucdo oxidante a 10% sob agitacdo. Depois, o gel foi lavado
algumas vezes e a solucdo de 0,2% de AgNO; foi adicionada. Passados 20 minutos de
agitacdo com esta solugdo, o gel foi lavado e a solucdo reveladora foi aplicada (2,939
Na,COs, 0,05g de Paraformaldeido e 100 mL de agua). A coloracdo do gel foi interrompida
com a mistura das solucdes fixadora 1 e 2. O gel foi visualizado em Negatoscopio (Tele-
panoramico, Blue equipamentos®) (BASSAN, CAETANO-ANOLLES e GRESSHOFF, 1991)

4.5 DETECCAO DA PROTEINA NS1 DO Dengue virus EM AMOSTRAS CLINICAS

A deteccéo do antigeno NS1 do Dengue virus foi realizada com o kit Dengue NS1 da
Bioclin®, que constitui um teste imunocromatografico. A tira reativa foi retirada da
embalagem e identificada. Com o auxilio da pipeta Pasteur que acompanha o kit, foram
acrescentados trés gotas (ou 100uL) do soro ou plasma no espaco destinado a amostra.
Passados entre 15 e 20 minutos foi realizada a leitura dos resultados.

O teste foi NS1 reagente quando houve a formacdo de duas linhas vermelhas, uma
na regido teste (T) e a outra na regido do controle (C). Neste caso 0 paciente apresentava o
antigeno Dengue NS1. O teste foi considerado ndo regente quando a fita reativa continha
apenas uma linha vermelha na regido do controle (C), ndo havendo a formacéo da linha na
regido teste (T). Portanto, ndo foi detectado o antigeno Dengue NSL1. Este teste foi realizado
no Laboratério de Virologia da Universidade Federal de Juiz de Fora, em amostras clinicas
de pacientes que apresentavam até seis dias de febre, de acordo com os dados fornecidos

nas fichas clinicas.

4.6 ANALISE DAS FICHAS DOS PACIENTES

A partir da andlise das fichas dos pacientes foram obtidos os resultados dos testes
sorolégicos (IgM e/ou IgG) e dos exames hematoldgicos (hematécrito, leucometria global e

contagem de plaguetas) realizados pelos pacientes. Estes testes foram realizados nos
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Laboratérios de Analises Clinicas colaboradores da pesquisa e os resultados dos mesmos
foram encaminhados ao Laboratorio de Virologia. A realizacdo dos testes era condicionada
a solicitacdo deste exame pelo médico e por isso nem todos 0s pacientes participantes da
pesquisa apresentaram estes dados.

Para a deteccdo de anticorpos Dengue IgM e IgG, os laboratérios colaboradores da
pesquisa utilizaram o teste imunocromatogréafico Dengue Test Biscience®. De acordo com a
apresentacdo do resultado, o teste poderia ser interpretado como reagente, ndo reagente e
invalido.

Os Laboratorios de Analises Clinicas colaboradores da pesquisa realizaram os
exames hematolégicos solicitados pelos médicos para 0s pacientes com suspeita de
dengue. Foi empregada a Citometria de Fluxo como método de analise. A partir das fichas
com os dados dos pacientes, o Laboratério de Virologia da Universidade Federal de Juiz de
Fora utilizou os resultados do hematdcrito, da leucometria global e da contagem de
plaguetas. Os valores observados em cada parametro hematolégico foram comparados com
os valores de referéncia (Tabela 4) e classificados em inferior, normal e superior. Na
contagem de plaquetas, além destas denominacgées, também foi empregado < 100.000.

Pacientes com um quadro de dengue grave podem apresentar uma diminuicdo
acentuada na contagem de plaquetas, de forma que valores inferiores a 100.000/mm? s&o
indicios laboratoriais importantes, pois indicam anormalidade na coagulacdo, que podem ser
representadas por manifestacdes hemorragicas como petéquias e sangramentos (AZIN et
al., 2012; BARROS et al., 2008; DEEN et a., 2009).

Tabela 4 - Valores de referéncia dos indices hematoldgicos estudados para cada sexo.

indices Homens Mulheres
Hematécrito (%) 41,0 a 53,0 35,0a46,0
Leucometria global (/mm?) 3.500 a 10.000
Contagem de plaquetas (mil/mm?®) 140.000 a 450.000

Fonte: FAILACE, 2003.
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5 RESULTADOS

5.1 DETECCAO MOLECULAR DO MATERIAL GENETICO DE DENV

5.1.1 Larvas

Foram processados 26 pools de amostras coletadas em 2011, 81 referentes a 2012
e 56 de 2013, perfazendo um total de 163 pools e 4.236 larvas analisadas (Tabelas 5 e 6).
Foi detectado o material genético do DENV em seis (3,68%) pools. Em cinco pools foram
encontrados os produtos amplificados com tamanho de aproximadamente 482 pb,
correspondendo ao tamanho esperado para DENV-1, pelo protocolo de Lanciotti e
colaboradores (1992). Em outro pool de larvas foi observado o produto amplificado com o
tamanho de 119 pb, que corresponde ao esperado para DENV-2. Os pools positivos foram
coletados em bairros que pertencem as regifes Centro, Norte e Sul (Tabela 7 e Figura 9).

Dos 163 pools de larvas analisados, 141 foram obtidos no periodo epidémico e 22 no
periodo ndo epidémico. As amostras que apresentaram o produto amplificado com o
tamanho esperado para DENV-1 e DENV-2 foram coletados nos periodos epidémicos de
2012 e de 2013.

5.1.2 Mosquitos

Foram analisados seis pools de mosquitos coletados em 2011, 33 pools referentes a
2012 e oito de 2013, perfazendo um total de 47 pools e 382 mosquitos analisados (Tabelas
5 e 6). Todas as regides de Juiz de Fora foram representadas com pelo menos um pool de
mosquitos analisado (Figura 9). Nao foi encontrado, em nenhuma amostra testada, o
produto amplificado com a banda de tamanho correspondente a um dos quatro tipos de
DENV.

Em relacéo a distribuicdo das amostras de mosquitos de acordo com o periodo do
ano em que foram coletados, foi observado que todas as amostras de mosquitos de 2011
foram obtidas em periodo ndo epidémico coletadas em 2012 e 2013 foram obtidas no

periodo epidémico.
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Tabela 5 - Relacdo dos pools de larvas e mosquitos coletados e analisados de acordo com o
ano.

2011 2012 2013 Total

L # pools analisados 26 81 56 163
avas # larvas analisadas 339 1429 2.468 4.236

. # pools analisados 6 33 8 a7
Mosquitos # mosquitos analisados 30 282 70 382

Tabela 6 - Nimero de pools de larvas e mosquitos analisados nas principais regiées de Juiz de
Fora, MG, de acordo com o0 ano em que foram coletados.

Material Ano Norte Nordeste Centro Leste Oeste Sul Sudeste Total

2011 9 3 5 3 2 3 1 26
Larvas 2012 28 10 13 14 2 12 2 81
2013 12 10 6 11 7 5 5 56
2011 2 0 3 1 0 0 0 6
Mosquitos 2012 9 4 10 6 0 3 1 33
2013 3 0 2 1 1 1 0 8

Nota: As regides foram consultadas no site oficial da Prefeitura de Juiz de Fora (PREFEITURA DE
JUIZ DE FORA, 2013).

Tabela 7 - InformagBes a respeito dos pools de larvas positivos na deteccdo molecular de
DENV, em Juiz de Fora, Minas Gerais.

Identificac&o . Cx Més/ ano de ,
dos pools Bairro/Regido JF do Regiao obtencéo da Numero PCR
pool de larvas

de larvas amostra
176 Jardim Natal Norte Fevereiro/ 2012 15 DENV-1
323 Mariano Procépio Centro Maio/ 2012 19 DENV-1
429 Monte Castelo Norte Janeiro/ 2013 32 DENV-1
494 Bela Aurora Sul Janeiro/ 2013 a7 DENV-1
534 Santa Helena Centro Janeiro/ 2013 19 DENV-1
626 Bairro Industrial Norte Janeiro/ 2013 35 DENV-2

Nota: As principais regides com 0s seus respectivos bairros foram obtidos no site oficial da Prefeitura
de Juiz de Fora (PREFEITURA DE JUIZ DE FORA, 2013).
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Principais regioes de Juiz de Fora
[C] Centro . Norte

[ Oeste [ Nordeste
O sudeste [ Leste
[ su

Figura 9 - Distribuicdo dos pools de larvas e de mosquitos analisados nas principais regifes
de Juiz de Fora, de 2011 a 2013, Juiz de Fora, Minas Gerais. 9A: Mapa de Minas Gerais com a
indicacdo da localizacdo de Juiz de Fora, 9B: Distribuicdo dos pools de larvas analisados (pontos
pretos) e dos pools em que foram encontrados o material genético do DENV (losangos pretos) nas
principais regifes de Juiz de Fora e 9C: Distribuicdo dos pools de mosquitos analisados (pontos
vermelhos) nas principais regides de Juiz de Fora.

Nota: O mapa de Juiz de Fora com as suas principais regides foi obtido no site oficial da Prefeitura de
Juiz de Fora (PREFEITURA DE JUIZ DE FORA, 2013).

5.1.3 Amostras clinicas

Das 178 amostras clinicas obtidas neste estudo, 166 foram submetidas a deteccéo
molecular do genoma do virus por PCR (Figura 10 e Apéndice C). Destas amostras, 6/166
(3,61%) foram positivas para DENV. Em uma amostra foi encontrado uma banda com o
tamanho de fragmento esperado para DENV-1 (482 pb) e nas outras cinco amostras foram
encontrados uma banda com o tamanho correspondente a DENV-2 (119 pb). Duas

amostras positivas foram coletadas em 2012 e as demais em 2013 (Tabela 8).
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Tabela 8 - Informagdes dos pacientes que foram positivos para a detecgdo sorolégica e/ou
molecular de Dengue virus.

Resultados
deste estudo

Dados das fichas dos pacientes

Ao Am(_)stra PCR NS1  IgM IgG Dias de Hematécrito Leucometria Contagem de
(paciente) febre global plaguetas
2012 8 DENV-2 NR* + + ND* ND* ND* ND*
11 DENV-1 NR* ND* ND* ND* ND* ND* ND*
159 - + + ND* 1 N N Inferior
54 DENV-2 - - - 2 Inferior N < 100.000
42 - + ND*  ND* 2 N N N
45 - + + ND* 2 N N < 100.000
82 - + + ND* 4 N Inferior Inferior
24 DENV-2 + ND*  ND* 5 ND* ND* ND*
2013 69 - + + ND* 5 Inferior N < 100.000
75 - + + ND* 5 N N N
80 - + + ND* 5 N Inferior N
53 DENV-2 NR* ND* ND* ND* ND* ND* ND*
26 DENV-2 NR - - ND* N Inferior N
63 - + + ND* 6 N N < 100.000
94 - + + ND* 6 N Inferior Inferior
95 - + - ND* 6 N N N

ND*: Nao disponivel; NR*: Nao realizado; N: Normal; +: amostra positiva; - : amostra negativa.

5.2 DETECCAO DA PROTEINA NS1 DO Dengue virus EM AMOSTRAS CLINICAS

Sessenta amostras clinicas de pacientes, que apresentavam até seis dias de febre,

coletadas em 2013 (Apéndice C), foram testadas quanto a presenca do antigeno NSL1.

Deste total, 11/60 (18,33%) foram reagentes, sendo oito amostras de pacientes que

apresentavam de um a cinco dias de febre e trés, que apresentavam seis dias de febre

(Tabela 8).

5.3 ANALISE DAS FICHAS DOS PACIENTES

Nas fichas de 72 pacientes havia a identificagdo do dia de febre que os mesmos

apresentaram no momento da coleta. Deste total, 51/72 (70,84%) pacientes estavam com

até cinco dias de febre, os demais se encontravam com seis dias ou mais.

Além desta informacéo, 132 fichas continham o resultado de testes soroldgicos para

deteccdo de IgM e/ou IgG. Setenta e nove pacientes haviam sido testados tanto para IgM

guanto para IgG. Destes, 15/79 (19%) foram positivos nos dois testes (IgM+/IgG+), 6/79
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(7,6%) foram IgM positivas e IgG negativas (IgM+/IgG-) e 9/79 (11,4%) foram IgM negativas
e 1gG positivas (IgM-/IgG+). Outras 53 pacientes tinham os resultados para IgM e destes,
33/53 (62,3%) apresentaram IgM (IgM+) (Figura 10, Figura 11 e Apéndice C).

Levando em consideracdo os dias de febre e a sorologia, foi observado que tanto os
pacientes IgM e IgG positivos, quanto os IgM negativos e IgG positivos ndo apresentavam a
identificacdo do dia de febre. Dos pacientes IgM positivos e IgG negativos somente um tinha
a especificacdo do dia de febre (amostra 57, dois dias). Entre 33/53 (62,3%) pacientes que
apresentavam apenas dados de IgM e que foram positivos neste teste, 31/53 (58,49%)
estavam com um a nove dias de febre e 2/53 (3,77%) pacientes ndo tinham a indicacdo do
namero de dias de infeccao (Apéndice C).

As fichas de 109 pacientes apresentaram dados hematolégicos de hematdcrito,
leucometria global e contagem de plaquetas (Figura 10 e Apéndice C). Destes, 18/109
(16,51%) amostras apresentaram hematdcrito inferior ao valor de referéncia; 32/109
(29,35%) pacientes mostraram leucopenia (leucometria global abaixo de 3.500/mm?®) e
24/109 (22,02%) desenvolveram trombocitopenia, sendo 16 (14,68%) com numero de
plaquetas inferior a 140.000 mil/mm?® e 8/109 (7,34%) com uma contagem de plaquetas
abaixo de 100.000 p/mm?.

‘ 178 amostras
166 PCR BO0NS1 \ 132 Dados sorolégicos \ 109 Dados hematolégicos
DENV+: NS1 +: ﬂ ﬂ Hematdcrito infe'rior: 18(16,51%)
6(3,61%) 11(18,33%) Leucopenia: 32(29,35%)
791gM/19G 53 IgM Trombocitopenia: e 24 (22,02%)
IgM+/1gG+: 15 (19%) IgM+: 33
IgM+/IgG-: 6 (7,6%) (62,3%)
IgM-/1IgG+: 9 (11,4%)

Figura 10 - Diagrama esquematico apresentando os resultados dos testes moleculares e
soroldgicos realizados com as amostras de soros de pacientes e dados hematoldgicos.

Entre os pacientes que foram positivos nos testes de deteccdo molecular, de NS1 e
de anticorpos 39/109 (35,78%) desenvolveram pelo menos uma alteragdo hematoldgica,
sendo a leucopenia 23/109 (21,1%) e a trombocitopenia 18/109 (16,51%) as de maior
ocorréncia. Outros 14/109 (12,84%) pacientes que foram positivos nos testes especificos
ndo apresentaram nenhuma alteracdo hematolégica. Em relacdo aos pacientes que se

mostraram negativos na deteccdo molecular, de NS1 e de anticorpos, 19/109 (17,43%)
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tiveram perfis hematologicos alterados, de forma que o hematdcrito inferior ao valor de
referéncia (9/109, 8,25%) e a leucopenia (8/109, 7,34%) foram as alterac6es hematolbgicas
mais observadas. Outros 38/109 (34,86%) pacientes que foram negativos nos testes
especificos para dengue ndo desenvolveram nenhuma mudanca nos perfis estudados
(Apéndice C).

PCR

lgM+/1gG+

NS1 54 Sorologia
31IgM +
14 1gM +/ IgG+
919G +

IgM+

Figura 11 - Organizagdo esquematica dos pacientes que apresentaram a infecgcdo pelo DENV
de acordo com a detec¢cdo molecular e sorologica.

Em relacdo as amostras positivas na deteccdo molecular referentes a 2012, uma
amostra foi positiva tanto na deteccdo molecular, quanto na sorologia (IgM e IgG reagente).
Das amostras positivas coletadas em 2013, observou-se que o paciente nimero 54
apresentava dois dias de febre, hematdcrito e contagem de plaquetas inferiores aos valores
de referéncia e IgM, IgG e NS1 negativos; o paciente referente a amostra 24 estava no
qguinto dia de febre e foi NS1 positiva e o paciente niumero 26 exibiu leucometria global
inferior ao valor de referéncia (leucopenia) e foi negativa para IgM e IgG.

Os demais pacientes (tabela 8), embora ndo tenham apresentado o material genético
viral, desenvolveram altera¢c6es hematologicas e sorolégicos que podem ser observadas no

quadro clinico de infeccéo pelo DENV.
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6 DISCUSSAO

As atividades de vigilancia epidemioldégica sdo de grande importancia para a
predicdo de epidemias e para o controle da dengue. Informacdes a respeito da circulagédo do
vetor e do virus, bem como do estado imunoldgico da populacao, no intuito de verificar se
houve uma exposicdo prévia ao virus permitem conhecer o panorama epidemiolégico de
uma dada regido. De acordo com a situacdo entomolégica e a circulacdo prévia de
determinados sorotipos virais em certas areas, medidas de vigilancia e controle
diferenciadas podem ser necessarias para prevenir a ocorréncia de surtos e de casos
graves de dengue. Neste contexto, estudos de epidemiologia e caracterizacdo molecular
dos DENV assumem grande importancia para monitorar a transmissao e identificar o(s)
sorotipo(s). Neste trabalho foi realizada a investigacdo molecular do DENV em larvas e
mosquitos Aedes aegypti coletados do ambiente e em pacientes com suspeita de dengue.

A partir da andlise das larvas de Aedes aegypti, foi encontrado em cinco pools o
material genético de DENV-1 e em um pool, o de DENV-2. A deteccdo do material genético
viral no estagio larvario indica a ocorréncia da transmissdo transovariana, evento que
contribui com a manutencdo do DENV em circulagdo no ambiente, mesmo em periodos
interepidémicos, quando a taxa de transmissdo do virus é baixa. Estudos similares ja
demonstraram a transmissdo transovariana, como o de Guedes e colaboradores (2010)
realizado em Recife (Brasil). Eles coletaram ovos do ambiente com o auxilio de armadilhas.
Os ovos se desenvolveram até atingirem a fase adulta, dando origem a 139 pools de
mosquitos. Deste total, 17 pools apresentaram o DENV (de forma que trés tinham o material
genético de DENV-1, dez, o DENV-2 e quatro, o DENV-3). Outro estudo observou a
persisténcia de DENV-3 em sucessivas geracdes de mosquitos Aedes aegypti por meio da
transmissao transovariana (JOSHI, MOURYA e SHARMA, 2002). Desta forma, o A. aegypti,
além de vetor, poderia ter um papel de reservatorio viral.

No presente estudo, 3,68% dos pools de larvas analisados apresentaram o material
genético de DENV. Esta porcentagem de pools de larvas positivos estd de acordo com
resultados obtidos por outros autores (VILELA et al., 2010). Vilela e colaboradores (2010)
coletaram mosquitos e ovos de Aedes aegypti no ambiente por meio de armadilhas. No
trabalho de Vilela e colaboradores, os mosquitos e as larvas, obtidas a partir do
desenvolvimento dos ovos coletados, foram submetidos a detec¢cdo molecular de DENV. O
material genético de DENV-3 foi encontrado em 1 (0,18%) dos 101 pools de larvas testados
e em 4 (16,9%) dos 25 pools de mosquitos analisados (VILELA et al., 2010).

A transmissdo do DENV depende da presenca de Aedes aegypti. O desenvolvimento

do vetor pode ser influenciado pelo clima e pela estacdo do ano. Vérios trabalhos vém
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relacionando a ocorréncia de casos de dengue a infestagcdo do vetor e a condicdes
climéticas, como umidade, pluviosidade e temperatura. Em geral, h4 uma maior ocorréncia
da doenca nos meses mais quentes e Uumidos (verdo), que sao situacdes favoraveis ao
desenvolvimento do vetor (KARIM et al., 2012; SOUZA, SILVA e SILVA, 2010). Portanto, a
variagdo de positividade de larvas e mosquitos na detecgdo molecular de DENV pode estar
relacionada, dentre outros fatores, a época do ano que o material foi coletado, ao clima da
regido onde aconteceu a coleta e a infestacéo do vetor (KARIM et al., 2012; SOUZA, SILVA
e SILVA, 2010).

Os Levantamentos do indice Réapido de Aedes aegypti (LIRAa) de Juiz de Fora de
janeiro de 2012 e 2013 registraram, respectivamente, indices de Infestacdo Predial (IIP) de
3,1% e 7,56% (ACESSA, 2012; ACESSA, 2013). Estes valores sdo considerados bastante
elevados em relacdo ao indice recomendado pela Organizacdo Mundial de Saude, que
determina que o LIRAa deve ser de até no maximo 1,0 (MINISTERIO DA SAUDE, 2013).
Entre as regides que apresentaram maior nimero de infestagdo do vetor, destacam-se as
regides Leste, Centro, Sudeste e Norte (ACESSA, 2012; ACESSA, 2013). O presente
estudo encontrou o material genético do DENV em pools de larvas coletados no periodo
epidémico de 2012 e 2013, em regifes caracterizadas pela alta infestacdo do vetor (Norte,
Centro e Sul). Diante da importancia destes resultados para o poder publico, estes dados
foram repassados para o DVEA/PMJF, no intuito de colaborar com o controle da dengue na
cidade.

A vigilancia entomoldgica baseada em testes laboratoriais constitui um importante
mecanismo de monitoramento da circulacdo do DENV em uma regidao, na medida em que
ela informa se os vetores estdo carregando 0 virus na natureza e o que esti acontecendo
em termos de transmissao durante o periodo estudado (FIGUEIREDO et al., 2010). Neste
trabalho em nenhum pool de mosquito analisado, foi encontrado o material genético de
nenhum dos quatro tipos virais pesquisados, embora, no geral, € mais comum encontrar o
virus em mosquitos do que em larvas (FIGUEIREDO et al., 2010; PINHEIRO et al., 2005).
De acordo com Burke e Monath (2001), o mosquito adquire o virus através da transmissao
transovariana, ou se torna infectado a partir da ingestdo de sangue com o virus. Em
contrapartida, as larvas apresentam como Unica opgao de infeccdo do virus a transmisséo
transovariana. Esta divergéncia entre os achados do presente trabalho com o demais
poderia estar relacionada a alguns fatores tais como, (i) pequeno nimero de mosquitos
analisados; (i) o acondicionamento e transporte inadequado dos mosquitos até serem
transportados ao Laboratério de Virologia da UFJF, (iii) pequena quantidade de mosquitos
infectados por pool, ou mesmo baixa carga viral nestes. Ao contrario das larvas, ndo havia
uma busca ativa por mosquitos durantes as coletas pela equipe do DVEA, assim, a coleta

dos mosquitos ocorria eventualmente, o que resultou em uma amostragem pequena. Além
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disso, como os agentes de endemias nao tinham condi¢cdes de armazena-los e transporta-
los refrigerados durante as coletas, a temperatura inadequada poderia comprometer a
viabilidade da amostra biolégica.

Além disso, neste trabalho, também foram analisadas amostras clinicas de pacientes
com suspeita de dengue. Foram encontrados 16 pacientes na fase aguda da doenca que
foram positivos na caracterizacdo molecular de DENV e/ou na pesquisa de NS1. Na
deteccdo molecular, seis pacientes apresentaram o material genético de DENV, sendo uma
amostra positiva para DENV-1 e cinco, para DENV-2. Outra abordagem para detec¢cédo da
infeccao viral foi a pesquisa pelo antigeno NS1 em amostras de pacientes com até seis dias
de inicio dos sintomas, onde foram encontrados outros 10 pacientes na fase aguda da
doenca, que nao foram positivos no PCR.

Na fase aguda da doenca, a deteccdo do DENV pode ser feita pelos testes
moleculares, por ser a fase virémica (BARROS et al.,, 2008; VAUGHN et al.,, 2000).
Entretanto, alguns pacientes que se encontravam na fase aguda da infeccdo foram
negativos na PCR. Este achado poderia ser explicado, dentre outros fatores, a uma baixa
carga viral, uma possivel variabilidade genética dos virus presentes nestes pacientes ou
mesmo pacientes em uma fase mais avancada do curso da infeccdo, que poderiam ainda
apresentar resultados positivos no teste de detec¢cdo de NS1 (HU et al., 2011; VAUGHN et
al., 2000). Estudos ja demonstraram que o nivel de antigeno NS1 no sangue se correlaciona
com a viremia e que ele pode ser detectado desde um dia antes do inicio dos sintomas até
nove dias apdés os sintomas comecarem, jA que o antigeno pode ficar mais tempo na
corrente sanguinea do paciente do que o virus (ALCON et al., 2002; DUONG et al, 2011; HU
et al., 2011). Outra questdo a ser considerada é a possibilidade dos pacientes se
encontrarem em uma infeccdo secundaria. Tricou e colaboradores (2011) avaliando a
cinética da viremia e do antigeno NS1 em 33 pacientes que se encontravam em uma
infeccdo primaria e 215, em uma infec¢do secundaria por dengue, verificaram que a reducao
da viremia e do antigeno NS1 era mais rapida em pacientes que se encontravam em uma
infeccdo secundéaria, de forma que a duracdo da viremia e do antigeno na corrente
sanguinea em uma infeccdo secundaria era menor, de dois a trés dias.

Em pacientes infectados com DENV, geralmente, a partir do 5° ou 6° dia do inicio
dos sintomas, ocorre a soroconversdo e ha a diminuicAo da carga viral na corrente
sanguinea, sendo a dengue diagnosticada entdo, pela detec¢cdo de anticorpos. Contudo,
neste estudo, na amostra de soro de um paciente (amostra 8) foi detectado o DENV-1 e
também anticorpos anti-DENV do tipo IgM e IgG. Na ficha deste paciente ndo havia dados
sobre o dia de febre ou dados hematolégicos, mas a detecgcédo simultanea de IgG, IgM e
RNA viral poderia ser um indicativo de infec¢cdo secundaria, uma vez que a producéo de IgG

em uma infeccdo priméria, ocorre por volta do nono dia apos o inicio dos sintomas (quando
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ja ndo seria esperado encontrar o virus na corrente sanguinea) e na infeccdo secundaria
estes anticorpos j4 podem ser detectados a partir do sétimo dia da infeccdo (BARROS et al.,
2008; LIMA et al.,, 2012). Resultados similares foram observados por Neeraja e
colaboradores (2013), que avaliando 387 amostras clinicas de pacientes que se
encontravam na fase aguda da infeccdo, detectaram em sete destas, os anticorpos IgM e
IgG e 0 material genético do DENV.

De acordo com as fichas de alguns pacientes, 63 apresentaram anticorpos anti-
dengue. Um destes foi positivo no PCR, como descrito acima e outros oito foram positivos
também na pesquisa de NS1. Estudos tém demonstrado que, em virtude do momento que
cada parametro (anticorpo e NS1) pode ser detectado no decorrer da infeccdo, a
combinacdo destes dois testes tem aumentado a sensibilidade e a especificidade da
deteccdo em pacientes que se encontram em diferentes fases do curso da infeccdo
(BLACKSELL et al., 2011; HU et al., 2011).

No presente trabalho também foram observados pacientes (19%) que foram positivos
tanto para IgM, quanto para IgG. Como nao havia a identificacdo do dia de inicio febre
nestes pacientes ndo € possivel afirmar que eles estavam em uma infeccdo secundaria
recente, estes poderiam estar na fase convalescente da doenca, quando os niveis de IgM e
IgG ainda podem ser detectados (LIMA et al., 2012). Outros pacientes se mostraram
positivos para IgM e negativos para IgG (7,6%). Destes, um se encontrava com dois dias de
febre (amostra 57). Esta amostra, em especial, foi negativa para NS1 e para PCR. Hu e
colaboradores (2010) avaliando a cinética dos anticorpos IgM e IgG e do antigeno NS1 em
amostras de pacientes que se encontravam em uma infeccdo primaria, detectaram a
imunoglobulina M no terceiro dia apds o inicio dos sintomas. Este achado do presente
trabalho poderia talvez indicar a ocorréncia de uma infeccdo primaria recente. A partir da
analise das fichas, verificou-se também a presenca de pacientes que foram negativos para
IgM e positivos para IgG (11,4%). Como as fichas destes pacientes ndo tinham informacéao
sobre o inicio do dia de febre, a presenca da imunoglobulina G poderia indicar que o
paciente estava na fase convalescente da doenca ou em uma infecgdo secundaria, como
também ja ter apresentado uma infec¢éo passada.

Além destes pacientes com dados soroldgicos, outros (62,26%) apresentavam
apenas resultados de IgM e se mostravam positivos neste teste. Entre estes, 58,49% dos
pacientes se encontravam com um a nove dias de infec¢do. Pelo fato das fichas destes nédo
mostrarem dados sobre o teste de IgG, ndo é possivel afirmar se eles estavam em uma
infeccd@o priméaria ou secundéria, mas estavam com uma infeccdo recente. Embora os testes
soroldgicos se apresentem muito Uteis na avaliagdo do perfil imunolégico da populacdo
deve-se considerar a possibilidade de ocorréncia de reacdes cruzadas com anticorpos de

outros flavivirus. Portanto, ndo é possivel afirmar que os pacientes positivos na sorologia
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estejam infectados com DENV. Este fato € importante, ainda mais que a sintomatologia
observada em pacientes infectados com outros flavivirus pode ser semelhante a observada
na dengue.

A partir da andlise das fichas e dos resultados dos testes, foi observado que entre os
pacientes positivos nos testes especificos para dengue, 35,78% desenvolveram pelo menos
uma alteracdo hematoldgica e que outros se mostraram normais nos trés perfis analisados
(hematdcrito, leucometria global e contagem de plaquetas). Verificou-se também a
ocorréncia de pacientes negativos nos testes especificos para dengue que mostraram
alteragbes hematolégicas, como hematécrito inferior ao valor de referéncia, leucopenia e
trombocitopenia (17,47%). Barros e colaboradores (2008) observaram evento semelhante,
gquando de 111 pacientes negativos para IgM, 18 apresentaram trombocitopenia e 22,
leucopenia.

O hemograma, ao informar o estado clinico do paciente, pode contribuir com o
diagndstico e progndstico do paciente. Nos casos mais graves de infeccao a observacéo de
trombocitopenia intensa, por exemplo, pode indicar a ocorréncia de hemorragias, evento
geralmente relacionado ao agravamento do quadro clinico. Azin e colaboradores (2012)
avaliando a dindmica dos perfis hematoldgicos e bioquimicos de pacientes com suspeita de
dengue observaram que a trombocitopenia foi 0 achado laboratorial de maior ocorréncia em
pacientes com Febre Hemorrdgica do Dengue. Entretanto, a realizacdo apenas do
hemograma em uma suspeita de dengue, como ja demonstrado e também verificado no
presente trabalho, ndo é suficiente para diagnosticar a doenca, pois outras enfermidades
podem levar as alteracbes observadas, ou mesmo a sintomatologia semelhante, como
malaria, gripe, leptospirose, febre tifoide e sarampo (BUCHY e PEELING, 2009).

Estes resultados mostram a importancia do diagnéstico diferencial da dengue, por
meio de testes especificos, na medida em que estes permitem a identificacdo do agente
infeccioso que esta causando a infec¢do no paciente. Dessa forma, a detec¢cdo molecular de
DENV e a pesquisa do antigeno NS1 de Dengue virus seriam os métodos empregados ha
confirmacao da infeccdo viral de pacientes que se encontram na fase aguda da dengue. Os
testes sorolégicos de deteccdo de IgM e IgG auxiliam o diagnostico na fase de
convalescenca. Os resultados da detecgéo de anticorpos juntamente com os dados de inicio
dos sintomas do paciente, podem indicar uma infeccdo prévia, o que é de grande
importancia, especialmente em lugares onde ha a circulacdo de mais de um sorotipo viral,
como no Brasil.

Assim como nas larvas de Aedes aegypti, nos pacientes foram encontrados o
material genético de DENV-1 e DENV-2. Estes resultados apontam a cocirculagdo de dois
tipos virais no municipio de Juiz de Fora, nos anos de 2012 e 2013. Estudos ja verificaram

gue a introducdo de um novo tipo viral em uma dada regido geralmente € acompanhada da
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ocorréncia de casos mais graves de dengue. Pelo fato dos anticorpos serem soros-
especificos, o anticorpo produzido na infec¢do priméria por um sorotipo ndo protege o
paciente frente a uma infec¢do heterotipica. Em uma infeccdo secundaria, estes anticorpos
heterotipicos sub-neutralizantes podem interagir com os virus, facilitando a infec¢éo de mais
células (principalmente macrofagos), pelo mecanismo de ADE (Antibody-dependent
enhancement) (GUBLER, 1998; NOGUEIRA et al., 1993; NOGUEIRA et al., 2005).

A hip6tese de que a cocirculacdo facilita a ocorréncia de quadros mais graves de
infeccdo e de mortes, pode ser um dos fatores associados aos casos de Dengue com
complicacdes (10 casos), trés casos de Febre Hemorragica do Dengue e quatro 6bitos
relacionados a dengue em Juiz de Fora no ano de 2013 (Informagdes disponibilizadas pelo
DVEA/JF em 2014). Outros fatores, como caracteristicas genéticas do virus e do
hospedeiro, bem como sua resposta imune também podem estar relacionados a estes
casos (GUBLER, 1998).

Este é o primeiro estudo de levantamento molecular de DENV em Juiz de Fora,
mostrando a cocirculacdo dos DENV-1 e DENV-2, nos anos de 2012 e 2013, tanto no vetor,
guanto no hospedeiro humano. Os achados de cocirculagéo viral reforcam a necessidade de
continuidade de vigilancia de DENV, no municipio, uma vez que a hiperendemicidade pode
estar relacionada com a ocorréncia de quadros mais graves de dengue. Além disso, 0s
resultados deste trabalho reforcam a necessidade da realizacdo de diferentes testes
laboratoriais diferenciais, permitindo a identificacdo correta do DENV (ou mesmo outro
patégeno), bem como a identificacdo de infec¢des prévias, auxiliando no diagndstico preciso
e prognostico dos pacientes. Estas medidas em conjunto, podem auxiliar no controle e

prevencdo desta doenca, nesta regiéo.
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7. CONCLUSOES

- O Aedes aegypti encontrava-se distribuido em todas regides de Juiz de Fora, nos anos de
2012 e 2013.

- As regibes Norte, Centro e Sul de Juiz de Fora apresentaram pools de Aedes aegypti
infectados com DENV, em 2012 e 2013.

- Foi demonstrada a transmisséo transovariana de DENV-1 e DENV-2 em Aedes aegypti em
Juiz de Fora, nos anos de 2012 e 2013.

- Foi observado a cocirculacdo dos DENV-1 e DENV-2 em A. aegypti e na populacdo

humana, nos anos de 2012 e 2013, em Juiz de Fora.

- Foi demonstrada a importéancia do diagnéstico diferencial da dengue, na medida em que os
métodos inespecificos ndo conseguiram determinar um quadro de dengue, como também

da importancia da combinacao de mais de um método de diagndstico.
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PERSPECTIVAS

Realizar tentativas de isolamento viral, das amostras positivas para dengue, permitindo
outros estudos de caracteriza¢do destes virus, como a genotipagem.

Investigar a presenca de outros flavivirus, que ndo DENV, nas amostras clinicas de
pacientes com sintomatologia semelhante a de dengue, mas negativos nos testes de
deteccdo de DENV.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O menor, sob sua responsabilidade, estd sendo convidado(a) como voluntario(a) a participar da pesquisa
“Deteccéo, caracterizacdo molecular e filogenia de Dengue virus circulantes em Juiz de Fora - MG”. Neste
estudo pretendemos estudar quais os virus da dengue estéo circulando em Juiz de Fora-MG.

O motivo que nos leva a fazer este estudo é que ja foi demonstrado que existem quatro tipos de virus da
Dengue, 1, 2, 3 e 4. Estes virus podem causar a Dengue classica (febre do Dengue) e quadros mais graves da
dengue, como a Febre hemorragica do Dengue. Assim, ao fazermos uma pesquisa para estudar os virus da
dengue que estdo causando doenga nas pessoas em Juiz de Fora, podemos, no futuro, auxiliar no tratamento
dos pacientes e ajudar a estabelecer medidas de controle, prevenindo o acontecimento de novas epidemias
(surtos de dengue) na Regido de Juiz de Fora-MG.

Para este estudo adotaremos o(s) seguinte(s) procedimento(s): os pacientes com quadro clinico suspeito
de dengue, admitidos na Santa Casa de Misericordia de Juiz de Fora, apos exame clinico pela equipe deste
hospital, responderdo a um breve questionario e terdo uma amostra de sangue coletada. A coleta de sangue
serd feita pela equipe da Santa Casa. Esta amostra de sangue sera usada para obtencéo de 0,5 a 1,0 mL de
soro que sera enviado ao Laboratério de Virologia da UFJF e usado nesta pesquisa. Esta amostra de soro sera
usada para fazer o estudo de virus (obtencgédo e caracterizacdo do virus da dengue ou outros virus que podem
causar doencas parecidas com a dengue).

Para participar deste estudo vocé ndo terd nenhum custo, nem recebera qualquer vantagem 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 sua autorizagdo ou interromper a sua participagéo a qualguer momento. A
sua participacéo € voluntaria e a recusa em participar ndo trard qualquer prejuizo ou modificacdo na forma em
gue é atendido(a) pelo pesquisador. O pesquisador ira tratar a sua identidade (nome e documento de identidade)
com padrdes profissionais de sigilo. Vocé néo sera identificado em nenhuma publicagdo que possa resultar deste
estudo. Este estudo apresenta risco minimo, isto €, 0 mesmo risco existente em atividades rotineiras como
conversar, tomar banho, ler, etc. Apesar disso, vocé tem assegurado o direito a acompanhamento médico
hospitalar ou ambulatorial, se necessario, no caso de quaisquer danos eventualmente produzidos pela pesquisa.

Os resultados da pesquisa estardo a sua disposi¢do quando finalizada. Seu nome ou o material que
indique sua participacéo ndo sera liberado sem a sua permisséo. Os dados e instrumentos utilizados na pesquisa
ficardo arquivados com o pesquisador responsavel por um periodo de 5 anos e apdés esse tempo serdo
destruidos. Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias, sendo que uma cépia sera
arquivada pelo pesquisador responsavel e a outra sera fornecida a vocé.

Os resultados da pesquisa estardo a sua disposigdo quando finalizada. Seu nome o0 nome do menor ou
o material que indique a participacéo do menor ndo sera liberado sem a sua permisséo. Os dados e instrumentos
utilizados na pesquisa ficardo arquivados com o pesquisador responsavel por um periodo de 5 anos, e apos esse
tempo serdo destruidos. Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias, sendo que uma cépia
serd arquivada pelo pesquisador responsavel, e a outra sera fornecida a vocé.
Eu, , portador (a) do documento de
Identidade , € responsével pelo (a) menor fui informado
(a) dos objetivos do presente estudo de maneira clara e detalhada e esclareci minhas duvidas. Sei que a
qgualquer momento poderei solicitar novas informag¢Ges e modificar minha deciso de participar se assim o
desejar. Declaro que concordo em permitir que o menor, sob minha responsabilidade, participar desse estudo.
Recebi uma cdépia deste termo de consentimento livre e esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler e
esclarecer as minhas duvidas.

Juiz de Fora, de de 20

Assinatura do (a) participante

Assinatura do (a) pesquisador(a)

Em caso de ddvidas com respeito aos aspectos éticos deste estudo, vocé podera consultar:
CEP- ComITE DE ETIcA EM PESQUISA DA SANTA CASA E/ou bA UFJF

PESQUISADOR RESPONSAVEL — SANTA cAsA DE MISERICORDIA — DR. GUILHERME CORTES FERNANDES

PEsQuisADORA REsPONSAVEL UFJF : BETANIA PalivA DRUMOND RuA JOsE KELMER, S/N -CAMPUS UNIVERSITARIO, BAIRRO
SAO PEDRO. INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS, DEPARTAMENTO DE PARASITOLOGIA, MICROBIOLOGIA E IMUNOLOGIA.
LABORATORIO DE VIROLOGIAJUIZ DE ForA (MG) - CEP: CEP 36036-900.FoNE: (32)2102 3213 / E-mAL:
BETANIA.DRUMOND@UFJF.EDU.BR
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APENDICE B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO DE MENOR DE
IDADE

Vocé estd sendo convidado(a), como voluntario(a), a participar da pesquisa “Detecgdo, caracterizagao
molecular e filogenia de Dengue virus circulantes em Juiz de Fora - MG”. Neste estudo pretendemos estudar
quais os virus da dengue estao circulando em Juiz de Fora-MG.

O motivo que nos leva a fazer este estudo é que ja foi demonstrado que existem quatro tipos de virus da
Dengue, 1, 2, 3 e 4. Estes virus podem causar a Dengue classica (febre do Dengue) e quadros mais graves da
dengue, como a Febre hemorragica do Dengue. Assim, ao fazermos uma pesquisa para estudar os virus da
dengue que estdo causando doenga nas pessoas em Juiz de Fora, podemos, no futuro, auxiliar no tratamento
dos pacientes e ajudar a estabelecer medidas de controle, prevenindo o acontecimento de novas epidemias
(surtos de dengue) na Regido de Juiz de Fora-MG.

Para este estudo adotaremos o(s) seguinte(s) procedimento(s): os pacientes com quadro clinico suspeito
de dengue, admitidos na Santa Casa de Misericordia de Juiz de Fora, apos exame clinico pela equipe deste
hospital, responderdo a um breve questionario e terdo uma amostra de sangue coletada. A coleta de sangue
serd feita pela equipe da Santa Casa. Esta amostra de sangue serd usada para obtencéo de 0,5 a 1,0 mL de
soro que sera enviado ao Laboratério de Virologia da UFJF e usado nesta pesquisa. Esta amostra de soro sera
usada para fazer o estudo de virus (obtencao e caracterizagdo do virus da dengue ou outros virus que podem
causar doencas parecidas com a dengue).

Para participar deste estudo vocé nédo terd nenhum custo, nem recebera qualquer vantagem 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 sua autorizagdo ou interromper a sua participagéo a qualqguer momento. A
sua participacéo € voluntaria e a recusa em participar ndo trara qualquer prejuizo ou modificagcdo na forma em
gue é atendido(a) pelo pesquisador. O pesquisador ira tratar a sua identidade (nome e documento de identidade)
com padrdes profissionais de sigilo. Vocé néo sera identificado em nenhuma publicacdo que possa resultar deste
estudo. Este estudo apresenta risco minimo, isto €, 0 mesmo risco existente em atividades rotineiras como
conversar, tomar banho, ler, etc. Apesar disso, vocé tem assegurado o direito a acompanhamento médico
hospitalar ou ambulatorial, se necessario, no caso de quaisquer danos eventualmente produzidos pela pesquisa.

Os resultados da pesquisa estardo a sua disposi¢cdo quando finalizada. Seu nome ou o material que
indique sua participacéo ndo sera liberado sem a sua permisséo. Os dados e instrumentos utilizados na pesquisa
ficardo arquivados com o pesquisador responsavel por um periodo de 5 anos e apds 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 vocé.

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

Juiz de Fora, de de 20

Assinatura do (a) participante

Assinatura do (a) pesquisador (a)

Em caso de ddvidas com respeito aos aspectos éticos deste estudo, vocé podera consultar:
CEP- CoMmITE DE ETIcA EM PESQUISA DA SANTA cASA E/ou DA UFJF

PESQUISADOR RESPONSAVEL — SANTA cAsA DE MISERICORDIA — DR. GUILHERME CORTES FERNANDES

PEsQuisADORA REsPONSAVEL UFJF : BETANIA PaivA DRUMOND RuA JOsE KELMER, S/N -CAMPUS UNIVERSITARIO, BAIRRO
SAO PEDRO. INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS, DEPARTAMENTO DE PARASITOLOGIA, MICROBIOLOGIA E IMUNOLOGIA.
LABORATORIO DE VIROLOGIAJUIZ DE ForRA (MG) - CEP: CEP 36036-900.FonE: (32)2102 3213 / E-mAL:
BETANIA.DRUMOND@UFJF.EDU.BR
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APENDICE C - RELACAO DE TODAS AS AMOSTRAS CLINICAS DESTE ESTUDO COM
AS INFORMACOES PRESENTES NAS FICHAS DOS PACIENTES E COM OS TESTES

REALIZADOS.
Amostra Dias Leucometria Contagem
Ano . PCR NS1 | IgM | IgG de | Hematdcrito de
(paciente) global
febre plaquetas
Inferior Normal Inferior
- * - - *
2011 01 NR ND
02 - NR* | ND* | ND* | ND* ND* ND* ND*
03 - NR* - - ND* ND* ND* ND*
04 - NR* - - ND* ND* ND* ND*
05 - NR* - - ND* ND* ND* ND*
06 - NR* - - ND* ND* ND* ND*
07 - NR* - - ND* ND* ND* ND*
08 DENV-2 | NR* + + ND* ND* ND* ND*
2012 09 i NR* ) ) ND* Normal Normal Normal
10 - NR* | ND* | ND* | ND* ND* ND* ND*
11 DENV-1 | NR* | ND* | ND* | ND* ND* ND* ND*
12 - NR* + ND* | ND* ND* ND* ND*
13 - NR* | ND* | ND* | ND* ND* ND* ND*
14 - NR* | ND* | ND* | ND* ND* ND* ND*
15 - NR* | ND* | ND* | ND* ND* ND* ND*
16 i NR* ) + ND* Normal Normal Normal
17 i NR* ) ) 7 Inferior Normal < 100.000
18 - NR* + - ND* ND* ND* ND*
19 - NR* - - ND* ND* ND* ND*
2013 20 i NR* ) ) ND* Normal Inferior Normal
21 i NR* ) ) ND* Normal Normal Normal
22 - - ND* | ND* 2 ND* ND* ND*
23 - - ND* | ND* 5 ND* ND* ND*
24 DENV-2 + ND* | ND* 5 ND* ND* ND*

Nota: ND*: N&o disponivel; NR*: Nao realizado; -: Negativo; +: Positivo
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Amostra Dias Leucometria Contagem
Ano . PCR NS1 | IgM | IgG de Hematécrito de
(paciente) global
febre plaquetas
25 - - ND* | ND* 2 Inferior Inferior Inferior
26 DENV-2 NR* - - ND* Normal Inferior Normal
21 i NR* |~ i ND* ND* ND* ND*
28 - NR* + + ND* Normal Normal < 100.000
29 - NRE| T | T | ND* ND* ND* ND*
30 - NR D T T | NDr ND* ND* ND*
31 - NR* - - ND* Normal Normal Inferior
32 - NR* | ND* | ND* | ND* ND* ND* ND*
33 - NR* | ND* | ND* | ND* ND* ND* ND*
34 i NR* | ND* | ND* | ND* ND* ND* ND*
35 - NR* | ND* | ND* | ND* ND* ND* ND*
36 i NR* | ND* | ND* | ND* ND* ND* ND*
37 - NR* + + ND* Normal Normal Normal
2013
38 - NR* - - ND* Normal Normal Normal
* _ -
39 NR NR* + ND* Inferior Normal Normal
40 i NR* * ) ND* ND* ND* ND*
41 i NR* | ND* | ND* | ND* ND* ND* ND*
42 - + ND* | ND* 2 Normal Normal Normal
43 - - ND* | ND* 2 Normal Inferior Normal
44 - - ND* | ND* 5 Inferior Normal Inferior
45 - + + ND* 2 Normal Normal < 100.000
46 - NR* - ND* 6 Normal Normal Normal
47 - - - ND* 1 Inferior Normal Normal
48 - NR* + ND* 1 Normal Inferior Normal
49 - NR* - ND* 6 Normal Normal Normal
50 - NR* - ND* 10 Inferior Normal Normal

Nota: ND*: N&o disponivel; NR*: N&o realizado; -: Negativo; +: Positivo
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Amostra Dias | Leucometria | CONtageM
Ano (paciente) PCR NS1 | IgM IgG de Hematdcrito global de
febre plaquetas
51 } _ _ ND* 1 Normal Normal Normal
52 } ) ) ND* 5 Normal Normal Normal
53 DENV-2 | NR* | ND* | ND* ND* ND* ND* ND*
54 DENV-2 ) 3 ) > Inferior Normal < 100.000
55 . } " ND* 6 Normal Normal Normal
56 ) NR* " ND* ND* Normal Inferior Normal
57 i ) + ) > Inferior Normal Normal
58 ; _ n ND* 3 Inferior Normal Inferior
59 . } ) ND* 3 Normal Normal Normal
60 ) } + ND* 3 Normal Inferior Normal
61 ) } ND* | ND* 3 Normal Normal Normal
62 ) NR* ) ND* 1 Inferior Normal Inferior
63 - + + ND* 6 Normal Normal < 100.000
2013 _
64 . } ND* | ND* 5 Inferior Normal Normal
65 . } ) ND* 4 Normal Normal Normal
66 ; ) + ND* 6 Normal Normal Normal
67 ) ) + ND* 5 Normal Inferior Normal
68 ) ) ) ND* 6 Normal Normal Normal
69 . " " ND* 5 Inferior Normal < 100.000
0 i NR* + ND* 7 Normal Normal < 100.000
7 i NR* + ND* 7 Normal Inferior Normal
72 i ) ) ND* 5 Normal Normal Normal
73 i ) + ND* 3 Normal Normal Inferior
74 i NR* + ND* 7 Normal Normal Normal
75 i + + ND* 5 Normal Inferior Normal
76 i ) + ND* 4 Normal Inferior Normal

Nota: ND*: N&o disponivel; NR*: N&o realizado; -: Negativo; +: Positivo
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Amostra Dias | Leucometria | COMtageM
Ano (paciente) PCR | NS1 | IgM | IgG de Hematdcrito global de
febre plaquetas
77 ; i} ) ND* 3 Normal Normal Normal
78 . . n ND* 6 Inferior Inferior Normal
79 . ) n ND* 6 Normal Inferior Normal
80 ) " " ND* 5 Normal Inferior Normal
81 . ) " ND* 6 Normal Inferior < 100.000
82 ) i + ND* 4 Normal Inferior Inferior
83 } _ i ND* 5 Normal Normal Inferior
84 } . i ND* 6 Normal Normal Normal
85 ; i} ND* | ND* 2 Normal Superior Normal
86 ; i} " ND* 5 Normal Normal Normal
87 . } ND* | ND* 1 Normal Normal Normal
88 i} _ ND* | ND* 1 Normal Normal Normal
89 ; } ) ND* 2 Normal Normal Normal
2013 90 i ) ND* | ND* 1 Normal Normal Normal
91 ; } ) ND* 2 Normal Normal Normal
92 ; ) ) ND* 3 Normal Normal Normal
93 ) ) + ND* 4 Normal Inferior Normal
94 i} " + ND* 6 Normal Inferior Inferior
95 i} " ) ND* 6 Normal Normal Normal
96 ) ) ND* | ND* 3 Normal Superior Normal
97 . ) ND* | ND* 4 Normal Inferior Normal
08 } NR* + ND* 7 Normal Inferior Normal
99 } ) ) ND* 6 Normal Normal Normal
100 ) NR* ) ) ND* Inferior Normal Normal
101 ) NR* ) ) ND* Normal Inferior Normal
102 - NR* - - ND* ND* ND* ND*
103 ) NR* + + ND* Inferior Inferior Inferior

Nota: ND*: N&o disponivel; NR*: N&o realizado; -: Negativo; +: Positivo
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Amostra Dias | Leucometria | CONtageM
Ano (paciente) PCR | NS1 | IgM | IgG de Hematdcrito global de
febre plaquetas
104 - NR* . " ND* Normal Normal Normal
105 - NR* | ND* | ND* | ND* ND* ND* ND*
106 - NR* | ND* | ND* | ND* ND* ND* ND*
107 - NR* - - ND* ND* ND* ND*
108 ) NR* ) ) ND* Normal Normal Normal
109 . NR* ) 3 ND* Normal Normal Normal
110 NR* NR* ) ) ND* Inferior Normal Normal
111 NR* | NR* 3 ) ND* Normal Normal Normal
112 ) NR* ) ND* | ND* Normal Normal Normal
113 NR* | NR* ; + ND* Normal Normal Normal
114 - NR* - - ND* ND* ND* ND*
115 - NR* | ND* | ND* | ND* ND* ND* ND*
116 ) NR* } ) ND* Normal Normal Normal
2013 117 NR* | NR* ) ) ND* Normal Normal Inferior
118 - NR* + + ND* ND* ND* ND*
119 - NR* | ND* | ND* | ND* ND* ND* ND*
120 - NR* | ND* | ND* | ND* ND* ND* ND*
121 - NR* - - ND* ND* ND* ND*
122 - NR* | ND* | ND* | ND* ND* ND* ND*
123 ) NR* + ) ND* Normal Inferior Inferior
124 - NR* | ND* | ND* | ND* ND* ND* ND*
125 - NR* - - ND* ND* ND* ND*
126 i} NR* _ } ND* Normal Normal Normal
127 i NR* + + ND* Normal Inferior Normal
128 . NR* + + ND* Normal Normal Normal
129 ) NR* ) + ND* Normal Normal Inferior
130 - NR* - + ND* ND* ND* ND*

Nota: ND*: N&o disponivel; NR*: N&o realizado; -: Negativo; +: Positivo
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Amostra Dias Leucometria Contagem
Ano : PCR | NS1 | IgM | IgG de Hematdcrito de
(paciente) global
febre plaquetas
131 i NR* + + ND* Normal Inferior Inferior
132 i NR* ) ) ND* Normal Inferior Normal
133 i NR* ) ) ND* Normal Inferior Normal
134 - NR* | ND* | ND* ND* ND* ND* ND*
135 - NR* - - ND* ND* ND* ND*
136 - NR* - - ND* ND* ND* ND*
137 - NR* - - ND* ND* ND* ND*
138 - NR* + + ND* ND* ND* ND*
139 - NR* | ND* | ND* ND* ND* ND* ND*
140 - NR* - - ND* ND* ND* ND*
141 - NR* | ND* | ND* ND* ND* ND* ND*
142 i NR* + + ND* Normal Inferior Normal
143 - NR* | ND* | ND* ND* ND* ND* ND*
2013 144 - NR* | ND* | ND* ND* ND* ND* ND*
145 - NR* + + ND* ND* ND* ND*
146 - NR* | ND* | ND* ND* ND* ND* ND*
147 i NR* ) ) ND* Normal Normal Normal
148 - NR* - - ND* ND* ND* ND*
149 NR* NR* ) + ND* Normal Normal Normal
150 - NR* - - ND* ND* ND* ND*
151 i NR* ) ) ND* Normal Normal Normal
152 - NR* + + ND* ND* ND* ND*
153 - NR* + - ND* ND* ND* ND*
154 - NR* | ND* | ND* ND* ND* ND* ND*
155 - NR* - + ND* ND* ND* ND*
156 i NR* ) ) ND* Normal Normal Normal
157 i NR* ) ) ND* Normal Inferior Normal

Nota: ND*: N&o disponivel; NR*: N&o realizado; -: Negativo; +: Positivo
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Amostra Dias | Leucometria | CONtageM
Ano (paciente) PCR | NS1 | IgM | IgG de Hematdcrito global de
febre plaquetas
158 - NR* - - ND* ND* ND* ND*
159 . " n ND* 1 Normal Normal Inferior
160 ) NR* ) ) ND* Normal Normal Normal
162 ) NR* 3 ) ND* Normal Normal Normal
163 . ) " ND* 2 Normal Normal Normal
164 ) } ; ND* 3 Inferior Inferior Normal
165 . ) ND* | ND* 2 Normal Normal Normal
166 . ) ND* | ND* 2 Normal Normal Normal
167 NR* | NR* + ND* 3 Normal Inferior Normal
168 NR* | NR* + ND* 9 Normal Inferior Normal
2013 169 NR* ) ) ND* 5 Normal Normal Normal
170 ) NR* " ND* 8 Normal Normal Normal
171 NR* 3 ND* | ND* 1 Normal Normal Normal
172 NR* 3 ND* | ND* 2 Normal Normal Normal
173 - NR* - - ND* ND* ND* ND*
174 - NR* + + ND* ND* ND* ND*
175 - NR* + + ND* ND* ND* ND*
176 - NR* - + ND* ND* ND* ND*
177 - NR* - - ND* ND* ND* ND*
178 NR* | NR* - + ND* ND* ND* ND*
179 - NR* - - ND* ND* ND* ND*

Nota: ND*: Nao disponivel; NR*: N&o realizado; -: Negativo; +: Positivo7




ANEXO A — PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA — UFJF
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Parecer n® 3522010

Profocobe CEP-UFJF: 7256.316,2010 FR: 386158  CAAE 0807.0.180.000-10
FProjeto do Pesguisa; Detecclo, caractarzacse molecular & filogenia de Dengus virus circulardes
am Juix do Fara - MG

Area Temdtica Grupa #f

Pesquisador Responsdvei: Beténia Paiva Dramand

Dala prevists para o término da pesquiss: manca de 2073

jora: Lniversidade Fedaral da Julz oe Fora
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AXENO B — PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA DA SANTA CASA DE
MISERICORDIA DE JUIZ DE FORA

- SANTA CASA de MISERICORDIA DE JUIZ DE FORA
Fundada em 06 de agosto de 1854

Av. Bario do Rio Branco, 3335 — Passos - 36021-630 — Juiz de Fora— MG

Fone 0 xx 32 3229-2222 E-mail: santacasa@santacasajf.org.br
CNPJ: 21.575.709/0001-95 Inscri¢io Estadual: 367.727208.0087

COMITE DE ETICA EM PESQUISA DA

SANTA CASA DE MISERICORDIA DE JUIZ DE FORA

Protocolo CEP/UFJF: 2256.316.2010 CAAE: 0207.0.180.000-10 FR: 386158

PROJETO DE PESQUISA: “Deteccdo, caracterizacdo molecular e filogenia da Dengue virus
circulantes em Juiz de Fora - MG”

PESQUISADORA/COORDENADORA: Betdnia Paiva Drumond

' AREA TEMATICA: Grupo I11

INSTITUICAO COLABORADORA/SEDIADORA: Universidade Federal de Juiz de Fora

Recebemos o projeto de pesquisa descrito acima com os seguintes anexos:
Resumo do projeto, projeto original, termo de consentimento livre e esclarecido
carta de solicitacao ao CEP UFJF da inclusdo do Dr. Guilherme Cortes Fernandes
e da Santa Casa de Misericordia como participantes do projeto, parecer de

aprovagao da inclusao do Dr. Guilherme e da Santa Casa de Misericordia de Juiz
de Fora.

Parecer do CEP:

Em relacédo ao presente projeto de pesquisa, a pesquisadora apresentou novc
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (adulto e menor de idade)
constando linguagem mais acessivel e alteragdo de paragrafo. Foi analisado poi
este CEP e resultou em adequacéo.

Somos de parecer favoravel ao estudo. O CEP requer que ao final do estudc
seja enviado um relatorio.

Data da aprovacgéao: 10 de abril de 2012
Assinatura da Coordenadora: : A A e
Dra. &4 Jo/G. Gondim
N

COOR DORA DO CEPISCMJF



