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RESUMO

A dengue é uma doenca infecciosa aguda, geralmente transmitida por mosquitos Aedes
aegypti. O agente etioldgico pertence a familia Flaviviridae, género Flavivirus e
compreende quatro sorotipos antigenicamente relacionados, porém distintos: DENV-1,
2, 3 e 4. No Brasil, a doenca representa um problema de satde publica nacional. O
objetivo do presente estudo foi descrever os aspectos epidemioldgicos da dengue no
Estado do Rio Grande do Norte, no periodo de 2013 a 2014. Um total de 483 amostras
de sangue ou soro, no periodo de Janeiro de 2013 a Dezembro de 2014, foi estudado
pela metodologia de RT-PCR para a detecgdo e tipagem viral. A infeccdo foi
confirmada em 36,44% (176/483) dos casos estudados. Este estudo detectou a
circulacdo de trés sorotipos do virus da dengue no Rio Grande do Norte, DENV-1, 2 e
4. O sorotipo predominante em 2013-2014 foi o DENV-4, representando 83,51%
(81/97) e 68,35% (54/79) dos casos positivos, respectivamente. Em relacdo a
distribuicdo espacial, a maioria dos casos ocorreu em Natal e Caicd, com 9,28% (9/97) e
18,99% (15/79), respectivamente. Os meses com maior circulacdo viral no RN foram
Margo, em 2013 e Maio, em 2014. O sexo feminino foi o mais acometido,
representando 69,07% (67/97) em 2013 e 54,43% (43/79) em 2014. A faixa etaria mais
acometida foi a de 21-30 anos (2013) e a de 11-20 anos (2014), com 25,77% (25/97) e
20,25% (16/79) dos casos positivos, respectivamente. A analise filogenética indicou que
0 gen6tipo V (DENV-1) e o gendtipo Il (DENV-4) circularam no Estado. Nossos
resultados fornecem informacdes sobre a dindmica dos DENV no Rio Grande do Norte,

importantes para o desenvolvimento de estratégias de controle da doenca.

Palavras-chave: Virus Dengue; Epidemiologia; Rio Grande do Norte.
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ABSTRACT

Dengue is an acute infectious disease, usually transmitted by Aedes aegypti mosquitoes.
The etiologic agents belong to the family Flaviviridae, genus Flavivirus, and occur as
four antigenically related but distinct serotypes designated DENV-1, 2, 3, and 4. In
Brazil, the disease represents a national public health problem. The purpose of the
present study was to describe epidemiological aspects of dengue in the State of Rio
Grande do Norte, from 2013 to 2014. A total of 483 blood or serum samples, collected
from January 2013 to December 2014, were studied by RT-PCR for viral detection and
typing. The infection was confirmed in 36.44% (176/483) of the cases studied. This
study detected the circulation of three serotypes of dengue virus in Rio Grande do
Norte, DENV-1, 2, and 4. The predominant serotype in 2013-2014 was the DENV-4,
representing 83.51% (81/97) and 68.35% (54/79) of the positive cases, respectively.
Regarding the spatial distribution, most of the cases occurred in Natal and Caico, with
9.28% (9/97) and 18.99% (15/79), respectively. The months with the biggest viral
circulation in RN were March 2013 and May 2014. The female gender was the most
affected, representing 69.07% (67/97) in 2013 and 54.43% (43/79) in 2014. The most
affected age groups were 21-30 years (2013) and 11-20 years (2014) with 25.77%
(25/97) and 20.25% (16/79) positive cases, respectively. Phylogenetic analysis indicated
that genotype V (DENV-1) and genotype Il (DENV-4) circulated in the State. Our
results provide information about the dynamics of DENV in the Rio Grande do Norte,

important for the development of disease control strategies.

Keywords: Dengue Virus; Epidemiology; Rio Grande do Norte.
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1. INTRODUCAO

A dengue corresponde a arbovirose que acomete o ser humano de maior
importancia atualmente, causando, em escala global, considerdvel morbidade e
mortalidade em areas tropicais, 0 que a torna um grave problema de salde publica em
todo o mundo (Brasil, 2009; Holmes et al., 2009). Cerca de 550 mil doentes necessitam
de hospitalizacdo e 20 mil morrem, em consequéncia da doenca, 0 que constitui uma
grande ameaca a milhdes de pessoas que vivem em zonas urbanas, suburbanas e
ambientes rurais (Goméz-Dantés & Willoque, 2009; Ministério da Saude, 2012). E a
doenga viral transmitida por mosquitos de mais rapida propaga¢do no mundo (World
Health Organization, 2009). Estima-se que cerca de 2,5 a 3 bilhGes de pessoas estdo sob
risco de se infectarem com o virus dengue (Barbosa et al., 2012).

Sendo uma doenga essencialmente urbana, fatores como a urbanizacdo sem
planejamento, migracdo da populacdo, entre outros, tem contribuido para a propagacao
do vetor e a disseminacdo do virus (Hombach, 2007). A dengue apresenta carater
endémico, principalmente nos paises tropicais, uma vez que estes possuem condicdes
climaticas e ambientais favoraveis ao desenvolvimento e proliferacdo do mosquito vetor
(Brasil, 2009).

Hoje o controle da dengue € uma prioridade em muitos paises endémicos, o0 que
a tornou objeto da maior campanha de salde publica do Brasil, que consiste no combate
ao Aedes aegypti, principal vetor de transmissédo (Hombach, 2007; Camara et al., 2007).

O Estado do Rio Grande do Norte, além de apresentar condicGes
socioambientais ideais para a proliferacdo do vetor, atrai um expressivo nimero de
turistas por ano, em virtude de suas belezas naturais, o que favorece o aparecimento de

novas doencas e a re-introducéo de outras ja erradicadas.

1.1. Breve historico

De acordo com relatos encontrados em textos médicos da Antiguidade, a dengue
corresponde a uma doenca bastante antiga (Lupi et al, 2007). O relato mais antigo

corresponde ao de uma enciclopédia chinesa, publicada primeiramente durante a
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Dinastia Chin, no periodo de 265 - 420 d. C., formalmente editada na Dinastia Tang, em
610 d. C., e novamente em 992 d. C. Neste relato sdo descritos os remédios, bem como
os sintomas da doenca, que naquela ocasido foi chamada de “veneno de 4gua”, onde ja
ficava clara a conexdo de insetos voadores com a dgua (Gubler, 1998).

Ha relatos na literatura médica de uma doenca semelhante nas indias Francesas
Ocidentais, em 1635, e no Panama, em 1699 (Gubler, 1998). No Brasil, faz-se
referéncia a ela desde 1846 (Braga & Valle, 2007).

O atual termo “dengue”, de origem espanhola, foi introduzido na literatura
médica em 1828 durante uma epidemia que ocorreu no Caribe, em 1827-1828. Este
termo corresponde a um homénimo para "Ki denga pepo”, expressdo africana que
significa “cadimbra subita causada por maus espiritos” (Halstead, 1980).

No final do século 18 a dengue se distribuiu de maneira global, com epidemias
gue ocorreram quase simultaneamente em 1779 no Egito e Indonésia. Em 1780 chegou
aos Estados Unidos, atingindo a cidade da Filadélfia, na Pensilvania. Estas epidemias
continuaram comuns durante o seculo 19 (Gubler, 1998).

Uma melhor compreensdo da dengue ocorreu somente nos primeiros anos do
século 20, onde através de varias descobertas, questdes como ecologia e ciclo de
transmissdo foram elucidadas (Weaver & Vasilakis, 2009). A descoberta de que o
agente etioldgico da dengue estava presente no sangue e que era filtravel foi atribuida a
Ashbum e Craig que, em 1907, usando voluntarios humanos, confirmaram esta hipétese
(Ashburn & Craig, 1907).

A primeira suspeita do envolvimento do Aedes aegypti na transmissao do virus
foi relatada por Bancroft (Bancroft, 1907) e confirmada por Cleland e colaboradores em
1918. Outras contribuicdes de Cleland et al. foram as descobertas de que o virus é
resistente as condicOes fora do corpo por varios dias (99 horas) e que esta presente no
sangue tdo cedo quanto 18 horas apos o inicio dos sintomas e tdo tarde como 90 horas
depois (Cleland et al., 1919).

Cepas do virus da dengue foram isoladas a partir do sangue de pacientes e
inoculadas em camundongos, em 1943, por Kimura e Hotta (Kimura & Hotta, 1944) e,
um ano depois, por Sabin e Schlesinger, ap6s algumas tentativas sem éxito. Entre as
cepas isoladas neste periodo, oriundas de surtos no Havai e Nova Guing, determinou-se
a existéncia de dois sorotipos diferentes, DENV-1 e DENV-2, que apesar de
estreitamente relacionados, eram antigenicamente distintos (Sabin & Schlesinger 1945;
Sabin, 1952). Em 1956 os outros sorotipos, DENV-3 e DENV-4, foram isolados durante

2



uma epidemia que ocorreu nas Filipinas. Os virus foram obtidos a partir de pacientes
com quadro grave de febre hemorréagica (Hammon et al., 1960).

Ainda ndo esté clara a origem dos virus dengue. No entanto, em razéo dos quatro
sorotipos terem sido identificados em ciclos silvestres em florestas na Asia, acredita-se
que sua origem seja asiatica (Rudnick, 1986). Independente da origem, os virus da
dengue foram introduzidos nas aldeias por humanos ou primatas ndo humanos,
previamente expostos aos virus nas florestas. Uma vez introduzidos nas aldeias, foram
propagados entre hospedeiros humanos por mosquitos peridomiciliares e, destes locais,
foram disseminados para cidades portuarias, de onde tanto mosquitos como virus foram
transportados para cidades do interior e cidades portuarias de todo o mundo, através de
embarcacdes (Gubler, 2004).

1.2. O agente etioldgico

O virus da dengue pertence a familia Flaviviridae, género Flavivirus e
compreende quatro sorotipos distintos: DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4. Esta
familia é atualmente composta por trés géneros: Flavivirus, Pestivirus e Hepacivirus e,
por dois grupos de virus (GBV-A e GBV-C) que ainda aguardam classificacdo formal
(Figura 1). Os virus desta familia compartilham algumas semelhancas, como
morfologia, organizacdo do genoma e estratégia de replicacdo (World Health
Organization, 2009; Lindenbach et al., 2007).
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Figura 1 - Familia Flaviviridae. Arvore Filogenética construida com base na analise da regido NS3
(Adaptado de Lindenbach et al., 2007).

O género Flavivirus compreende mais de 70 virus, sendo muitos deles
causadores de patologias humanas transmitidas por artropodes e por isso, sdo
classificados como arbovirus (Lindenbach et al., 2007). A inclusdo dos virus dengue no
referido género baseia-se na reatividade antigénica cruzada com outros flavivirus, bem
como em sua organizagdo gendmica e homologia de sequéncias (Repik et al., 1983;
Trent et al., 1990).

Os DENV caracterizam-se por apresentar uma superficie relativamente lisa,
estando seu genoma protegido por um nucleocapsideo de simetria icosaédrica (30 nm),
envolvido por um envelope formado por uma bicamada lipidica contendo uma proteina
de membrana M e uma espicula glicoprotéica, a glicoproteina E (Kuhn et al, 2002). O
genoma consiste de uma fita simples de RNA, de polaridade positiva, sem calda Poli-A,
contendo cerca de 11.000 nucleotideos e apenas uma fase aberta de leitura (open
reading frame, ORF). Assim como nos outros flavivirus, a regido codificadora do
genoma é flanqueada por regifes ndo codificantes de aproximadamente 450 e 100

nucleotideos cada (Figura 2). Estas regides sdao a porcao 5’NC, que possui um Cap



terminal e € altamente conservada entre os diferentes sorotipos e, a 3’NC, que apesar de
ndo possuir poliadenilagcdo, apresenta uma estrutura terminal conservada, que tem um
papel crucial para a sintese de RNA viral (Chambers et al., 1990; Lodeiro et al., 2009).
As sequéncias conservadas destas regifes direcionam 0s processos de replicacéo,

traducdo e empacotamento viral (Lindenbach et al., 2007).
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Figura 2 - llustragdo da organizacgéo do genoma dos DENV (Adaptado de Weaver & Vasilakis, 2009).

As proteinas virais sdo produzidas a partir de uma Unica e longa poliproteina de
mais de 3.000 aminoacidos, que € posteriormente clivada por uma combinacdo de
proteases (Lindenbach et al., 2007). Esta poliproteina é clivada em trés proteinas
estruturais (capsideo, envelope e pré-membrana) e sete ndo estruturais (NS1, NS2A,
NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5) (World Health Organization, 2009).

A proteina do capsideo (C), que é essencial na montagem dos virions, tem peso
molecular de 12 kilodaltons (kDa) e apresenta carater altamente basico. O capsideo se
dobra em um dimero simétrico, no qual cada mondmero € composto de quatro alfa
hélices. O dominio hidrofébico desta proteina, presente em sua regido central, atua na
membrana celular (Ma et al., 2004; Lindenbach et al., 2007).

A glicoproteina do envelope (E) se apresenta na forma dimérica, com peso
molecular de aproximadamente 57 kDa. Por ser a estrutura de fixacdo do virus aos
receptores da célula, se constitui no principal alvo dos anticorpos neutralizantes. Cada
unidade monomérica é composta de trés dominios: I, que forma uma estrutura barril
beta; 1l que se projeta na superficie do virus e o Ill, que mantém uma conformagéo
semelhante & imunoglobulina e estd envolvido na interacdo com os receptores celulares
para a entrada do virion na célula (Chambers et al.,, 1990; Modis et al., 2004;
Lindenbach et al., 2007).



A proteina da membrana (M), produzida durante a maturacdo de particulas de
virus dentro da via secretora, € um pequeno fragmento proteolitico (8 kDa) da proteina
precursora prM (21 kDa) (Lindenbach et al., 2007; Rodenhuis-Zybert, 2010).

A proteina ndo estrutural NS1 (46 kDa) é dimérica, N-glicosilada, altamente
conservada e parece ser essencial para a viabilidade do virus, embora nenhuma fungéo
exata tenha sido atribuida a ela. Circula em niveis elevados no soro de pacientes com
infecgdo priméria a partir dos primeiros dias, assim como em infec¢des secundarias,
durante toda a fase clinica da doenca e nos primeiros dias de convalescenca (Young et
al., 2000; Alcon et al., 2002). A proteina hidrofébica NS2A, de 22 kDa, esta envolvida
na coordenacdo da mudanca entre o empacotamento do RNA e a sua replicacdo
(Khromykh et al., 2001). A NS2B (14 kDa) se associa com NS3 formando um
complexo estavel que atua como cofator na atividade proteolitica de clivagem das
proteinas ndo estruturais (Falgout et al., 1991). A proteina NS3, de 70 kDa, além de
atuar no processamento da poliproteina, possui outras fungdes, tais como atividade de
RNA helicase e nucleotideo trifosfatase (Li et al.,, 1999). NS4A e NS4B sdo
hidrofobicas, possuem, respectivamente, 16 kDa e 27 kDa e atuam na replicacdo viral.
Resultados obtidos por Umareddy e colaboradores sugerem que a NS4B modula a
replicacdo do virus da dengue através da sua interacdo com a proteina NS3 (Umareddy
et al., 2006). A NS5 é uma grande proteina, com 103 kDa, bastante conservada, que
desempenha diversas funcgdes, tais como atividade de metiltransferase (MTAse) e de
polimerase RNA dependente ( RdRp) (Lindenbach et al., 2007).

Um estudo realizado por Jessie e colaboradores (2004) confirmou as
observacdes feitas em estudos anteriores que apontavam as células da linhagem
mononuclear fagocitaria como os principais alvos da replicagdo viral nas infeccGes
naturais pelo virus da dengue. Estudando casos fatais de dengue, Araujo e colaboradores
detectaram, através de técnicas de imunohistoquimica, a presenca de particulas do virus
no coracdo, cerebro, bago, rim, pulméo, medula 6ssea e figado (Aradjo et al., 2009a).
Esta grande variedade de células permissivas ao virus indica que o mesmo interage com
uma molécula de superficie celular ubiqua ou explora multiplos receptores para mediar
a infeccdo. Durante a Ultima década, varios candidatos a receptores e/ou fatores de
ligacdo foram identificados, o que sugere que 0 virus dengue € capaz de utilizar

moléculas multiplas para entrar na célula (Rodenhuis-Zybert et al., 2010).



Através de endocitose, mediada pelo receptor, os virus dengue entram na célula
hospedeira. Este processo ¢ mediado por clatrinas e a fusdo entre o envelope viral e a
membrana do endossoma é dependente da variacdo de pH. A acidificagdo das vesiculas
endociticas desencadeia uma alteracdo conformacional na glicoproteina E, que promove
a fusdo entre o envelope e a membrana endossomal, com a subsequente liberagcdo do
genoma viral no citoplasma da célula (Chu & Ng, 2004). Uma vez liberado no citosol,
tem inicio a traducdo do genoma viral, que funciona com um RNA mensageiro
policistrénico, dando origem a uma poliproteina que apos a clivagem gera as diferentes
proteinas virais. A enzima RNA polimerase promove a transcricdo do RNA genémico
do virus para a formacgdo de uma fita negativa de RNA, a qual servird de molde para a
replicacdo do genoma viral. Na sequéncia, as unidades da proteina do capsideo se
juntam e empacotam as copias do genoma viral e, 0s virions imaturos, séo montados no
limen do reticulo endoplasmatico. Em seguida, os nucleocapsideos brotam da
membrana do reticulo endoplasmatico, de onde retiram o seu envelope. O
amadurecimento das particulas virais ocorre durante a passagem através das vesiculas
do complexo de Golgi, onde a prM é clivada por uma proteina do tipo furina, resultando
na formacdo da proteina M, presente nas particulas virais maduras. Finalmente, os

virions sdo liberadas da célula por exocitose (Van der Schaar et al., 2007) (Figura 3).
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Figura 3 - Replicacdo do virus da dengue (Adaptado de Rodenhuis-Zybert et al., 2010).



1.3. Diversidade genética

Com base em diferencas antigénicas os virus sao classificados, tradicionalmente,
em sorotipos. No caso dos DENV, os quatro sorotipos conhecidos sdo divididos em
diferentes gendtipos por apresentarem divergéncia nas sequéncias de nucleotideos de
mais de 6% (Rico-Hesse, 1990).

Houve um expressivo aumento na prevaléncia dos quatro sorotipos da dengue
nos ultimos anos, seguido de um também expressivo aumento na diversidade dos
mesmos. 1sso é deveras importante, uma vez que este aumento na diversidade genética
pode implicar em importantes mudangas como viruléncia, tropismo e etc. (Twiddy et
al., 2003).

Como principal fator responsavel pelo aumento da diversidade dos virus dengue,
Worobey cita a sua alta taxa de mutacdo, explicada pelo fato deste ser um virus com
genoma de RNA que, devido a auséncia de um mecanismo de reparo, a correcao de
alteracdes ocorridas durante o processo replicativo ndo € possivel. O autor cita, ainda, a
recombinacdo como sendo outro fator responsavel por tal diversidade, apesar deste ser
considerado um evento raro (Worobey, 1999). Um agravante que acaba por aumentar as
chances de ocorréncia de recombinacao seria o desenvolvimento desenfreado dos meios
de transporte, que carregam virus, hospedeiros e vetores para diferentes regides
rapidamente, permitindo, assim, que varios gendtipos circulem em uma mesma
localidade, condicdo ideal para os eventos de coinfeccdo (Rico-Hesse, 1990; Gubler,
1997; Holmes & Bruch, 2000).

Com base na analise de sequéncias do gene do envelope foi determinado que o
sorotipo 1 é composto por cinco diferentes genotipos: genotipo | (Sudeste Asiatico,
China e Leste da Africa), gendtipo Il (Tailandia), gendtipo 111 (Malésia), gendtipo 1V
(Ilhas do Oeste do Pacifico e Australia) e gendtipo V (Américas, Oeste da Africa e
Asia) (Weaver & Vasilakis 2009).

O DENV-1 foi introduzido nas Américas no ano 1977 e, acredita-se que pelo
menos um ou dois genotipos circulem neste continente (Gongalvez et al., 2002, Rico-
Hesse, 2003). No Brasil, existem evidéncias de que apenas o genoétipo V esteja em
circulacdo (Carneiro et al., 2012). Em 2011, dos Santos e colaboradores, a partir da
analise de sequéncias do gene do envelope, constataram que os DENV-1 isolados
durante os anos 2009/2010 pertenciam ao gendtipo V, linhagem Il, diferentemente dos
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virus isolados anos antes, em 1986 e 2001, que pertenciam a linhagem I. Foi constatado,
ainda, que cepas isoladas em 2010 e 2011 pertenciam a outra linhagem, a Ill. Este
corresponde ao primeiro relato de multiplas linhagens de DENV-1 em nosso pais e tais
achados sugerem diferentes origens virais e uma possivel substituicao de linhagens (Dos
Santos et al., 2011). Um ano mais tarde, Drumond e colaboradores sequenciaram
amostras brasileiras deste sorotipo e constataram que todas se tratavam do gendtipo V,
estando subdivididas em trés diferentes linhagens, introduzidas no pais durante quatro
diferentes eventos, 1984-1985, 1997-1999, 2004 e 2007 (Drumond et al., 2012). No
mesmo ano, Bona e colaboradores, estudando amostras de diferentes municipios do
Parang, determinaram que todas pertenciam também ao gendtipo V (Bona et al., 2012).

No que se refere ao sorotipo 2, anélises filogenéticas também com base no gene
E, revelaram a existéncia de seis genotipos: Asiatico | (Malasia e Tailandia), Asiatico Il
(Vietnd, China, Taiwan, Sri Lanka e Filipinas), Cosmopolita (Australia, Leste e Oeste
da Africa, llhas do Pacifico/indico, Subcontinente Indiano e Oriente Médio), Americano
(América Latina e Caribe), Sudeste Asiatico/Americano (Tailandia, Vietnd e Américas)
e Selvagem (Oeste Africano e Sudeste Asiatico) (Weaver & Vasilakis 2009).

Em 2010, buscando realizar a caracterizacdo molecular e analise filogenética do
DENV-2 durante vinte anos de sua atividade no pais, os resultados obtidos por Faria e
colaboradores revelaram que as cepas brasileiras eram pertencentes ao genotipo Sudeste
Asiatico/Americano. Foi constatada, ainda, a existéncia de duas diferentes linhagens
dentro deste genotipo, sendo a linhagem | (cepas isoladas no periodo de emergéncia,
1990-2003) e a linhagem |1 (cepas isoladas no periodo de re-emergéncia, 2007-2010)
(Faria et al., 2013). Bona e colaboradores, em 2012, isolaram uma cepa que se revelou
pertencer também ao genétipo Sudeste Asiatico/Americano, estando diretamente
relacionada com uma cepa oriunda da Guiana Francesa, de 2006 (Bona et al., 2012).

Quanto ao DENV-3, estudos revelaram a existéncia de cinco diferentes
genotipos: gendtipo | (Indonésia, Malasia, Filipinas e Sul das llhas do Pacifico),
gendtipo 1l (Tailandia, Bangladesh e Vietn), gendtipo Il (Sri Lanka, india, Africa,
Samoa e Tailandia), gendtipo 1V (Porto Rico, América Latina, América Central e Taiti)
e genotipo V (Filipinas, Japdo, China e América do Sul) (Weaver & Vasilakis 2009).

Em um estudo realizado com amostras de diferentes localidades do Brasil,
Araujo e colaboradores, analisando sequéncias do gene E, constataram a circulagdo do
gendtipo 11, sendo encontradas quatro linhagens diferentes deste genotipo (BR-1, BR-11,
BR-I11, BR-1V). As trés primeiras provavelmente foram introduzidas através do Caribe
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e a ultima da Coldmbia ou Venezuela, o que demonstra que a importacédo de linhagens
de DENV-3 do Caribe para o Brasil parece ser algo que acontece com certa frequéncia
(Aradjo et al., 2012).

O sorotipo 4 compreende quatro diferentes gendtipos: genotipo | (Tailandia,
Filipinas, Sri Lanka e Japdo), gendtipo Il (Indonésia, Malésia, Taiti, Caribe e
Américas), genotipo Il (Tailandia) e gendtipo IV (Malasia) (Weaver & Vasilakis
2009).

No Brasil este sorotipo re-emergiu 28 anos depois de sua Ultima deteccdo, no
Estado de Roraima (Temporéo et al., 2011). A partir de um estudo com cepas de quatro
Estados brasileiros (Para, Amazonas, Roraima e Bahia) foi determinada a circulagdo do
gendtipo |, proveniente do Sudeste Asiatico e Il, introduzido a partir da Venezuela e
Colémbia (Nunes, 2012).

14. Os vetores

Os dois vetores da dengue, de maior importancia, sdo o Aedes aegypti e 0 Aedes
albopictus (World Health Organization, 2011).

1.4.1. Aedes aegypti

Como espécie mais importante responsavel pela transmissao da doenca, tem-se 0
mosquito Aedes aegypti, também incriminado na transmissdo da febre amarela urbana
(Brasil, 2009).

Oriundo do Velho Mundo, provavelmente da regido etidpica, este mosquito foi
originalmente descrito no Egito (Consoli & Oliveira, 1994). Chegou as Américas e Asia
através de navios (Schatzmayr, 2008) e, no Brasil, sua introdugdo ocorreu durante o
periodo colonial, provavelmente na época do trafego de escravos (Consoli & Oliveira,
1994).

A capacidade deste mosquito de se adaptar a condi¢cdes ambientais adversas é

notavel, onde em razdo de sua estreita associagdo com o ambiente humano, consegue
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sobreviver em locais considerados inadequados. Por encontrar nestes locais recipientes
artificiais com &gua utilizados por humanos, ndo sdo totalmente dependentes de chuvas
(Consoli & Oliveira, 1994; Jansen & Beebe, 2010).

O A. aegypti € um mosquito pequeno, de cor preta e branca, altamente
domiciliado, que coloca seus ovos em recipientes comumente encontrados dentro e ao
redor das casas (Gubler, 1998). Os criadouros preferenciais desta espécie sdo 0s
recipientes artificiais abandonados pelo homem ou utilizados pelo mesmo no uso
doméstico, como pneus, latas, vidros, cacos de garrafa, pratos de vasos, caixas d’agua,
tonéis, latGes, cisternas e etc. (Consoli & Oliveira, 1994).

Diferentemente de alguns outros mosquitos, o A. aegypti pica durante o dia,
havendo dois momentos de alimentacdo, ao amanhecer e ao entardecer (Consoli &
Oliveira, 1994; Gubler, 1998). Apresenta preferéncia acentuada por sangue humano,
sendo que apenas as fémeas realizam o repasto sanguineo (Tauil, 2001; Ferreira, 2004).
Alimentando-se de um individuo com dengue, o virus ingerido pelo vetor pode replicar-
se no seu trato digestivo e atingir as glandulas salivares através da hemolinfa, apds um
periodo de incubacdo extrinseca que dura de 8 a 12 dias. Depois de transcorrido este
tempo 0 mosquito € capaz de transmitir a infec¢do durante todo o resto de sua vida, que
dura de 6 a 8 semanas (Brasil, 2009; Muller, 2011). Os machos também apresentam
habitos diurnos, periodo no qual seguem as fémeas para realizar a copula, bem como
encontrar alimento, que consiste em substancias acucaradas (Consoli & Oliveira, 1994).

Fatores como varios repastos sanguineos para uma unica postura de ovos (Jansen
& Beebe, 2010), ovos com alta capacidade de resistir a dessecacdo, mantendo-se viaveis
por varios meses (Tauil, 2002), a transmissdo transovariana do virus (Consoli &
Oliveira, 1994) e grande capacidade de adaptacdo a diferentes situagdes ambientais
consideradas desfavoraveis (Tauil, 2002), sdo fatores que facilitam a transmissdo e
disseminacédo da doenca.

Devido intensos esforcos e uma grande campanha de erradicacdo promovida
pela Organizacdo Panamericana de Salde na segunda metade do século 20, o A. aegypti
chegou a ser eliminado da grande maioria dos paises das Américas (Bricks, 2004). Em
1955 foi considerado erradicado do Brasil, porém a fronteira de alguns Estados com
paises aonde a espécie nao chegou a ser erradicada, facilitou a reintroducéo do mosquito

em nosso pais (Martins, 2010).
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1.4.2. Aedes albopictus

Originalmente descrito na india (Consoli & Oliveira, 2004), o Aedes albopictus
preocupa as autoridades de salde publica dos paises infestados devido sua competéncia
para a transmissdo de pelo menos 22 arbovirus, dentre eles os quatro sorotipos da
dengue (Cecilio et al., 2009). Esta espécie invadiu o continente americano em 1985
(Consoli & Oliveira, 1994) e o primeiro registro no Brasil ocorreu em 1986, em Minas
Gerais e Rio de Janeiro. Apesar de a maior parte dos Estados brasileiros ter relatado a
sua presenca, este mosquito ainda ndo foi incriminado como responsavel por surtos de
dengue no pais (Martins et al., 2006). Porém, em éreas rurais no Sudeste da Asia e llhas
do Pacifico, corresponde a um vetor secundario da dengue (Gratz, 2004).

Seus microhabitats sdo buracos de arvores, além de um gama de recipientes
naturais e também artificiais. Seus ovos, assim como os do A. aegypti, podem
sobreviver a dessecacgdo por varios meses (Cecilio et al., 2009). Em um estudo realizado
no Ceard, por Martins e colaboradores (2010), foi possivel constatar que este mosquito
tem apresentado uma significativa adaptacdo ao ambiente urbano, além de ter sido

observada certa capacidade competitiva com o A. aegypti.

1.5. Adoenca

A apresentacdo clinica da infeccdo por qualquer um dos quatro sorotipos da
dengue varia de infec¢des assintomaticas a formas leves, como a dengue cléssica (DC),
formas graves, como a febre hemorragica da dengue (FHD) e a sindrome de choque da
dengue (SCD), e até mesmo obito (De Paula et al., 2002; Kukreti et al., 2008; Cardoso
etal., 2011).

As infeccBes assintomaticas apresentam grande importancia epidemioldgica por
consistirem em uma fonte silenciosa de transmissdo do virus. Os portadores destas
infeccOes acabam passando despercebidos pelo sistema de vigilancia uma vez que, por
ndo procurarem atendimento médico, seus casos ndo sdo notificados, o que acaba por
permitir a disseminacdo do virus de uma regido geografica para outra, quando estes

pacientes se deslocam (Vasconcelos et al., 1998).
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Ap0s o periodo de incubacdo, 4 a 7 dias, a doenga comeca de forma abrupta e é
seguida de trés periodos: o febril, o critico e o de recuperacdo (World Health
Organization, 2009). A primeira manifestacdo é a febre, que se inicia abruptamente, é
geralmente alta (39 °C a 40°C) e pode estar associada a outros sintomas como cefaléia,
mialgia, artralgia, dor retro-orbitaria, dentre outros. Anorexia, nauseas, vOmitos e
diarreia, também comuns a outras doengas, podem ser observados, 0 que acaba por
dificultar o diagnostico (Brasil, 2008). Considerando que alguns pacientes podem
evoluir para formas graves da doenca quando a febre desaparece, é fundamental o
monitoramento de sinais de alerta durante o periodo febril, para que se reconheca a
tempo a progressdo para o periodo seguinte, o critico (World Health Organization,
2009).

O inicio do periodo critico € marcado por um aumento da permeabilidade capilar
e do hematdcrito, isso ocorre geralmente entre os dias 3-7 da doenca, quando a
temperatura comeca a cair, na fase de defervescéncia. Porém, alguns pacientes
progridem para o periodo critico sem apresentar diminuicdo da temperatura. Neste
periodo ha extravasamento de plasma de grau varidvel, que dura de 24-48 horas. O
extravasamento de plasma com perda de um volume critico resulta em
hemoconcentracdo que, sendo prolongada, causard disfuncdo de Orgdos, acidose
metabolica, coagulacdo intravascular disseminada e choque hipovolémico (World
Health Organization, 2009). Existem alguns sinais de alerta para o choque, sdo eles: dor
abdominal continua, vémitos persistentes, agitacdo ou letargia, diminuicdo da diurese,
mudanca subita de febre para hipotermia com sudorese, confusdo mental e prostracdo
(Rigau-Pérez et al., 1998). Nestes casos hd um grande risco de morte a menos que 0s
pacientes sejam devidamente tratados (Gubler, 1998).

Os doentes que melhoram apds o periodo de diminuicdo da temperatura séo
ditos portadores de DC (World Health Organization, 2009). Tais pacientes sdo tratados
com repouso, reposicdo de liquidos e medicamentos antitérmicos para baixar a febre
(Rigau-Pérez et al., 1998).

O periodo de recuperagdo de pacientes com FHD, com ou sem choque,
normalmente é rapido e sem complicacBes (Gubler, 1998). Seu inicio é marcado pela
reabsorcéo gradual do fluido extravasado que dura de 48-72 horas. Este periodo comeca
cerca de 24-48 horas ap0s a fase critica e nele ja é observado o retorno do apetite,

sensacdo de bem estar e diminuicdo dos sintomas gastrointestinais (World Health
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Organization, 2009). Uma vez que o paciente é estabilizado, com a reabsorcdo do
fluido, comega a estabilizacdo do hematdcrito (Gubler, 1998).

As mudancas na epidemiologia da dengue acabaram resultando em dificuldades
na classificacdo da doenca em dengue cléssica, febre hemorragica da dengue e sindrome
do choque da dengue. A aplicacdo dos critérios de FHD tornou-se dificil na situacédo
clinica (World Health Organization, 2009). De acordo com Phuong e colaboradores
(2004), uma vez que ha uma sobreposigdo consideravel nas caracteristicas clinicas e
laboratoriais de DC e FHD, a classificacdo de casos de dengue € muitas vezes dificil.
Bandyopadhyay et al., em 2006, enfatizaram a necessidade da antiga classificacao ser
revista e se necessario modificada, uma vez que varios desafios foram apontados depois
de mais de 30 anos de sua aplicacao.

Apesar de a antiga classificacdo continuar sendo amplamente utilizada, a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) apoiou um estudo multicéntrico prospectivo em
todas as regides endémicas da dengue objetivando coletar evidéncias sobre 0s critérios
para a classificacdo da doenga em diferentes niveis de gravidade. Os resultados obtidos
apontaram que, utilizando pardmetros laboratoriais, é clara a diferenga entre os
pacientes com dengue grave e 0s com dengue ndo grave, sendo os ultimos divididos em
dois outros grupos, com sinais de alerta e sem sinais de alerta. Apresentagdes clinicas
como grave extravasamento de plasma, hemorragia e comprometimento de érgdos sdo
vistas em pacientes portadores de dengue grave (Figura 4). Esta nova classificagéo
sugerida pela OMS visa a simplificacdo do manejo dos pacientes, bem como a melhora

no tratamento dos casos graves da doenca (World Health Organization, 2009).

DENGUE NAO GRAVE
(COM/SEM SINAIS DE ALERTA) DENGUE GRAVE

1- Grave extravasamento de
plasma
2- Grave hemorragia

Com sinais de
alerta

3- Grave comprometimento de
6rgdos

Figura 4 - Classificagcdo da dengue em niveis de gravidade sugerida pela Organizagdo Mundial de Salde
(Adaptado de World Health Organization, 2009).
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Trabalhos como o de Wanigasuriya e colaboradores (2011) e o de Van de Weg e
colaboradores (2012) demonstram que a nova classificacdo é significativamente mais
especifica e de maior aplicabilidade do que a antiga.

Foi em 2014 que o Brasil adotou esta classificacdo e com isto surgiu a
necessidade de treinamento para os profissionais de saude, visando ndo haver duvidas

sobre o preenchimento da nova ficha de notificacdo (Ministério da Saude, 2014).

1.6. Patogénese

Todas as pessoas sdo suscetiveis ao virus da dengue. A segunda infeccdo sempre
sera por um sorotipo diferente, uma vez que a imunidade é permanente, mas especifica
para cada sorotipo. Existe imunidade cruzada, mas por curto periodo de tempo (Brasil,
2009).

A fémea do A. aegypti infectada, ao alimentar-se de um hospedeiro humano,
inocula no mesmo particulas virais que irdo se replicar em mondcitos e macréfagos nos
linfonodos regionais e entrar na corrente sanguinea, com replicacdo dentro dos
mondcitos circulantes. Estimulada pela replicacdo viral, tém-se a producdo de citocinas
proinflamatorias pelos macrofagos e outras células do sistema imune, especialmente
interferon gama (IFN-y), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e varias interleucinas
(IL-2, 1L-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-1B) (Dewi et al., 2004; Kurane, 2007; Pang et al.,
2007), que estdo diretamente relacionadas com o desenvolvimento do quadro febril
(Lupi et al., 2007).

Tanto a imunidade celular quanto a humoral sdo responsaveis por controlar a
infeccdo (Lanciotti et al.,, 1992; World Health Organization, 2009). As células
infectadas s@o eliminadas por mecanismos imunes que envolvem a participacdo de
anticorpos especificos, bem como de linfdcitos citotdxicos CD 8" (Lupi et al., 2007).

A resposta imunologica a infeccdo por dengue pode ser priméria ou secundaria.
Quando o individuo ndo teve exposi¢do anterior ao virus o titulo de anticorpos se eleva
de maneira lenta, porém, em uma segunda exposicao, o titulo se eleva rapidamente
atingindo niveis altos em poucos dias (Brasil, 2009). Os anticorpos da classe IgM séo
detectados a partir do quarto dia da doenca, podendo permanecer por alguns meses. Ja
0s anticorpos da classe IgG podem ser observados na primeira semana e continuar
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presentes por anos, sendo eles os responsaveis pela imunidade sorotipo especifica (Lupi
etal., 2007).

A evolucdo clinica da doenca para FHD e/ou SCD néo é totalmente esclarecida
e, apesar de um grande progresso nos Gltimos anos no que diz respeito a compreensédo
da estrutura do virus e seu ciclo replicativo, a falta de um modelo animal adequado
torna dificil explicar completamente a patogénese da doenca (Rodenhuis-Zybert et al.,
2010). Algumas teorias consideram a maior viruléncia da cepa do virus infectante,
outras atribuem a infeccdo sequencial por diferentes sorotipos, algumas a fatores
individuais do hospedeiro e outras, ainda, que atribuem a este fendmeno uma
combinacdo de vérios fatores (Tauil, 2002).

A teoria de Halstead (1988) é uma das mais conhecidas. Ela relaciona a
ocorréncia de casos graves a infeccOes sequenciais por diferentes sorotipos (Brasil,
2009). A chamada ‘“antibody dependent-enhancement” sugere que anticorpos
heter6logos ndo neutralizantes, pré-existentes, reconhecem o virus e formam
imunocomplexos os quais vao se fixar nas paredes dos vasos, ativar o complemento
pela via classica e desencadear uma reacdo de hipersensibilidade por imunocomplexo,
caracterizada pela participacdo de neutrdfilos, resultando em inflamacdo e lesdo na
parede dos vasos. Além disso, acredita-se que os anticorpos dirijam as particulas de
virus recobertas por anticorpos para células que possuem receptores Fc de IgG, tais
como monaocitos, macréfagos e células dendriticas, fazendo com que elas sejam
infectadas via receptor de Fc. Isto leva a uma amplificacdo da infeccdo nestas células,
aumentando a carga viral (Lupi et al., 2007; Nielsen, 2009; Rodenhuis-Zybert et al.,
2010).

Outra explicacdo para os casos graves de dengue, a teoria de Rosen, reside na
viruléncia da cepa infectante. De acordo ela, cepas mais virulentas sdo responsaveis por
casos graves (Brasil, 2009). Reforca esta teoria a confirmacdo de casos graves em
ocasido de infeccOes primarias, bem como a raridade de doenca grave em situacdes
epidémicas em que a infeccdo secundaria é elevada. Em ambas as situagGes torna-se
inadequado justificar o aparecimento de casos graves pela teoria “antibody dependente-
enhancement” (Chaudhry et al., 2006).

A teoria que atribui um carater multifatorial a gravidade da doenca é sugerida
por Kouri e colaboradores (1987). Fatores individuais como idade, sexo, raca, estado
nutricional e imune; fatores virais como sorotipos circulantes e viruléncia das cepas; e

fatores epidemioldgicos como circulagdo simultdnea de mais de um sorotipo, alta
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densidade vetorial, dentre outros, juntos promoveriam condi¢Ges favoraveis para a

ocorréncia da doenca grave (Brasil, 2009).

1.7. Diagnostico laboratorial

Em razdo de o diagnostico clinico ndo apresentar precisdo, uma vez que a
infeccdo por dengue apresenta amplo espectro de manifestacdes clinicas, o diagndstico
final da infec¢do necessita de confirmagéo laboratorial (Guzman et al, 2010; Tang &
Ooi, 2012).

Ha uma grande necessidade de testes que sejam especificos e que apresentem
baixos custos (World Health Organization, 2009; Peeling et al, 2010). E importante o
estabelecimento de um diagnostico capaz de detectar o virus nos primeiros dias de
sintomas, para que se fornecam informagdes oportunas para 0 manejo adequado do
paciente e, de determinar o sorotipo do virus, o que € de extrema importancia para a
vigilancia epidemiolégica (Alcon et al., 2002).

Uma gama de métodos para o diagnostico laboratorial foi desenvolvida e esta
disponivel para utilizacdo (Tang & Ooi, 2012). A escolha do teste a utilizar deve levar
em consideracdo alguns fatores: a sua finalidade (diagndstico clinico, vigilancia
epidemioldgica ou avaliacdo/desenvolvimento de vacinas), o tempo de coleta da
amostra, as instalacdes laboratoriais, o pessoal técnico para realizar os testes e 0s custos
de sua realizacdo. Testes mais sensiveis e especificos, como o isolamento viral e a
deteccdo de acidos nucléicos, exigem tecnologias mais complexas e maiores
conhecimentos técnicos, 0 que os tornam mais trabalhosos e caros (World Health
Organization, 2009).

Dentre os métodos de diagnosticos laboratoriais capazes de confirmar a infec¢éo
pelo virus DENV estdo os que envolvem a deteccdo do virus, do &cido nucléico viral, de
antigenos ou anticorpos (Guzman & Kouri, 2004; World Health Organization, 2009). A
figura 5 mostra a relacdo entre a acessibilidade e a confianga dos resultados

apresentados por diferentes técnicas.
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Figura 5 - Comparacdo de testes de diagnostico de acordo com a sua acessibilidade e confianca
(Adaptado de Peeling et al., 2010).

Geralmente o diagndstico da dengue é realizado por sorologia. Quando
comparado aos demais métodos, este tem como vantagem o fato de apresentar baixo
custo e facilidade de execuc¢do, porém as técnicas soroldgicas nao conseguem identificar
0 sorotipo infectante. Além disso, a detec¢do de anticorpos ndo pode ser feita com a
precocidade necessaria de forma a contribuir para 0 manejo do paciente, com a
antecedéncia desejada (De Paula et al., 2002; Guzman et al. 2010).

O MAC-ELISA (do inglés: IgM Antibody-capture enzyme-linkedimmunosorbent
assay), amplamente utilizado, corresponde a uma ferramenta valiosa para o diagnostico
de rotina da dengue. Tal método possibilita a deteccdo de anticorpo IgM anti-dengue
2004). Esta

imunoglobulina torna-se detectavel durante a fase aguda da doenca e cerca de 90% dos

por meio de um ensaio imunoenzimatico (Guzman & Kouri,
infectados sdo IgM positivos até o 6° dia apds o inicio dos sintomas. Ja o anticorpo IgG,
também pesquisado nos testes soroldgicos, aparece mais tardiamente em infeccGes
primarias, permanecendo detectavel por muitos anos. Em infec¢des secundarias, ja se
encontra presente na fase aguda, subindo rapidamente ao longo de poucos dias (Rigau-
Pérez et al., 1998, Brasil, 2011).

O diagndstico da dengue também € possivel através da detec¢do de antigenos
virais. Kits comerciais para a deteccdo de NS1 ja estdo disponiveis no mercado (World

Health Organization, 2009). Alcon e colaboradores mostraram que NS1 foi detectavel
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em tempos anteriores ao IgM, tdo cedo quanto o dia O e até o dia 9 da doenca, o que
indica que este método permite o diagndstico precoce da infecgdo (Alcon et al., 2002).
Os resultados obtidos por Lima e colaboradores mostraram que kits comerciais de NS1,
disponiveis no mercado, sdo uteis no diagnostico laboratorial de dengue primaria e
secundaria (Lima et al, 2010).

Um grande problema no diagndstico laboratorial da dengue € a confirmacédo de
casos fatais, uma vez que na maioria dos casos apenas uma Unica amostra de soro €
obtida e, os testes sorologicos apresentam suas limitacdes (Gubler, 1998). Nestes casos
é utilizado o diagndstico histopatoldgico, realizado em material obtido apds a morte do
paciente e, a técnica de imunohistoquimica, bastante sensivel e especifica, através da
qual é possivel detectar antigenos virais em cortes de tecidos fixados em formalina e
emblocados em parafina (Brasil, 2009). Lima e colaboradores mostraram que testes de
captura de NS1 correspondem a uma ferramenta alternativa rapida para confirmacéo da
infeccdo por dengue em casos fatais, a partir da analise de tecidos (Lima et al, 2011).

Considerando que a viremia da dengue é curta, amostras coletadas no inicio da
doenca (geralmente antes do dia 5) podem ser diagnosticadas pelo isolamento viral,
onde a cultura de células é o método mais empregado (Guzman & Kouri, 2004; World
Health Organization, 2009). Sangue ou soro podem ser utilizados nesta técnica (Tang &
Ooi, 2012) que consiste na inoculagdo das amostras em cultura de células (linhagens de
células de mosquitos ou de mamiferos) ou em cérebro de camundongos lactentes. Por
fim, ensaios de imunofluorescéncia sdo realizados para identificacdo do sorotipo do
virus (Peeling et al, 2010). Apesar de ser possivel descobrir o sorotipo infectante, o
isolamento viral leva de dias a semanas e nem sempre € bem sucedido devido a
pequenas quantidades de virus viaveis (Lanciotti et al., 1992).

Por fornecer um diagnostico sorotipo-especifico rapido, a transcricdo reversa
seguida da reacéo em cadeia pela polimerase (RT-PCR) tem potencial para revolucionar
o0 diagndstico laboratorial uma vez que, apesar de apresentar sensibilidade similar aos
sistemas de isolamento viral que utilizam culturas de células C6/36, a manipulacéo, o
armazenamento inadequado e a presenca de anticorpos normalmente néo influenciam o
seu resultado, como o fazem no isolamento (Gubler, 1998). Apesar das evidentes
vantagens desta técnica, todo o procedimento, incluindo a extracdo do RNA, ainda é
caro e requer cuidados e um manuseio adequado, a fim de que se evitem contaminacdes

em alguma das etapas do processo (Miagostovich et al., 1997).
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O ensaio de PCR em tempo real é empregado para quantificar o RNA viral. A
utilizacdo de uma sonda fluorescente permite que o0s produtos da reacdo sejam
detectados em tempo real, dispensando a necessidade de uma eletroforese para
posterior visualizacdo dos resultados (World Health Organization, 2009). Por apresentar
uma maior precisdo, sensibilidade e rapidez, torna-se um método apropriado que pode
contribuir para a vigilancia da dengue (Aradjo et al., 2009a). As medi¢des quantitativas
da PCR em tempo real permitem, ainda, relacionar a gravidade da doenga a carga viral,
0 que, aliado aos dados clinicos, podem fornecer informacfes cruciais sobre a
patogénese das diferentes formas da dengue (Kong et al, 2006).

Os métodos citados correspondem a grandes avancos no diagndstico da
dengue, porém o fato de apresentarem algumas limitagdes demostra a necessidade de
solucdes urgentes, bem como o desenvolvimento continuo de novos testes que sejam
baratos, sensiveis, especificos e que permitam o diagnostico precoce da doenca
(Guzman & Kouri, 2004). Enquanto as novas ferramentas sdo desenvolvidas, faz-se
necessario instituir programas de garantia de qualidade em todos os laboratérios de
diagnostico e de referéncia, visando um bom desempenho dos testes nos diferentes
estabelecimentos (Guzman et al, 2010; Tang & Ooi, 2012).

1.8. Tratamento atual e perspectivas

Apesar das altas taxas de morbidade e mortalidade associadas com infeccOes
pelo virus DENV, antivirais especificos e vacinas licenciadas ndo existem (Alvarez et
al., 2005). Apenas o tratamento dos sintomas através de analgésicos, antitérmicos e
reposicdo de fluido corporal estdo disponiveis para o paciente (Goémez-Dantés &
Willoquet, 2009).

Os esforcos para desenvolver vacinas contra a dengue sdo antigos, comegaram
na década de 1920 com extratos inativados de mosquitos infectados. Apesar das
dificuldades no seu desenvolvimento (tais como: auséncia de um modelo animal para
testar a sua efetividade, pouca compreensdo da patogénese da doenca e baixo apoio
financeiro), ao longo dos ultimos anos a intensidade de propagacéo da doenca despertou

grande interesse nesta area e, com o recente desenvolvimento de vacinas que parecem
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promissoras, estamos cada vez mais perto de obter uma vacina contra a dengue
(Guzman & Kouri, 2002; Bricks, 2004; Hombach, 2007).

Uma vacina para a prevencdo da dengue deve atender a alguns critérios: ser
eficaz contra pelo menos trés dos quatro sorotipos, mas de preferéncia todos os quatro;
ser administrada em dose Unica; ser segura; induzir uma resposta imune de longa
duracg&o e apresentar baixo custo (Kumar et al, 2010; Gluber, 2011).

Varias vacinas encontram-se em desenvolvimento, dentre elas tem-se as de virus
atenuados, quiméricas, virus inativados e vacinas de subunidades de &cidos nucléicos
(World Health Organization, 2009).

Algumas vacinas atenuadas estdo em estagios avancados de desenvolvimento,
sendo a ChimeriVax™-Dengue (CYD-TDV), desenvolvida pela Sanofi Pasteur, a que
se encontra em fase mais avancada. Trata-se de uma vacina quimérica tetravalente,
desenvolvida através de técnicas de engenharia genética, onde genes estruturais (prM e
E) de cada um dos quatro virus da dengue sao inseridos individualmente para substituir
0s seus correspondentes do virus da vacina contra a febre amarela, 17D (Monath, 2007;
World Health Organization, 2009).

Resultados satisfatorios obtidos em estudos de fase I, 11 e Il com a CYD-TDV,
em diferentes paises (Guy et al., 2008; Bricks, 2008), ddo suporte a continuidade de seu
desenvolvimento e, estudos adicionais em éreas endémicas estdo sendo realizados,
visando uma maior compreensdo de eventuais problemas no seu uso (Lanata et al. 2012;
Hss et al. 2013).

Apesar dos substanciais avangos, nenhuma vacina esti disponivel para a
prevencdo da dengue até o presente momento e, até que isto ocorra, o controle dos
vetores é a Gnica maneira de diminuir a transmissdo da doenga (Guzman & Kouri, 2002;
Bricks, 2004).

1.9. Aspectos epidemioldgicos

Todos os cinco continentes sofrem com surtos de dengue. Sua distribuigéo
geografica envolve paises tropicais e subtropicais (Braga & Valle, 2007). A incidéncia
da doenca tem aumentado nas Ultimas décadas, sendo que 0 maior aumento no numero

de casos ocorreu nos paises em desenvolvimento, onde o crescimento desordenado da
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populacdo em areas urbanas propiciou a multiplicacdo do mosquito vetor. Este
crescimento populacional sem precedentes tem sido uma forga motriz, aumentando a
circulagdo de pessoas e, portanto, do patdgeno. Além disso, o transporte moderno
garante um transito rapido, tanto do vetor quanto do virus (Bricks, 2004; Gubler, 2004;
Barbosa et al., 2012).

A doenca apresenta padrdo sazonal de incidéncia, com maior nimero de casos
no verdo em razdo das chuvas e altas temperaturas desta estacdo. Apesar de ser mais
comum em centros urbanos, devido a disponibilidade de criadouros artificiais
produzidos pelo homem, pode ocorrer em qualquer lugar, desde que existam as
condicBes necessarias: populacdo suscetivel, vetor e virus (Brasil, 2009).

Provavelmente a pandemia global da dengue teve inicio na Asia e no Pacifico
durante e ap6s a Segunda Guerra Mundial e, de l&4 se dispersou para outras regides
(Gluber, 1997). Hoje a doenca é considerada endémica na Africa, nas Américas, no
Leste do Mediterraneo, no Sudeste Asiatico e no Oeste do Pacifico (Braga & Valle,
2007; Barcellos & Lowe, 2014) e, o nimero de casos de DC e de FHD cresce a cada
ano (Viana & Ignotti, 2013).

1.9.1. Dengue nas Américas

As Américas convivem com a dengue ha mais de 200 anos. Foi na década de
1950 que a febre hemorragica da dengue foi descrita pela primeira vez, nas Filipinas e
Tailandia e, logo apds a década de 1960, a circulagdo do virus tornou-se intensa neste
continente (Brasil, 2009).

Nas décadas de 1950 e 1960 a maioria dos paises da América Central e do Sul
conseguiu erradicar o Aedes aegypti (Rigau-Perez et al., 1998). Porém, a diminui¢éo nos
esforgos para manter a erradicacdo, durante a ultima parte do século 20, juntamente com
fatores sociais, contribuiram para o ressurgimento da dengue nestes subcontinentes
(Lindenbach et al., 2007). O programa de erradicacdo foi encerrado no inicio de 1970 e
ao final desta década o A. aegypti reinfestava varios locais. Em razdo disto o nimero de
paises com epidemia de dengue aumentou consideravelmente durante os anos 1980 e
1990 (Rigau-Pérez et al., 1998).
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Agora, paises das Américas lidam com o fato de que as atuais condicdes, tanto
sociais, quanto econémicas e ambientais, tendem a estabelecer a dengue como uma

grande ameaga a salde de suas populacdes (Gomez-Dantés & Willoquet, 2009).

1.9.2. Dengue no Brasil

No Brasil, a dengue encontra-se presente nas 27 unidades federativas e todos 0s
quatro sorotipos circulam no pais (Barbosa et al., 2012; Barcellos & Lowe, 2014). E
hoje uma das doencas que apresenta maior incidéncia, atingindo toda a populagdo
independentemente de seu nivel social (Brasil, 2008).

No territdrio brasileiro, ha referéncias da doenca desde o seculo 19, ano de 1846,
com epidemias no Rio de Janeiro, Salvador e Sdo Paulo (Braga & Valle, 2007;
Monteiro et al, 2009). No século 20, ha relatos de 1916 em Séo Paulo e de 1923 em
Niterdi no Rio de Janeiro, porém ambos sem confirmacao laboratorial (Brasil, 2009).

Nas déecadas de 1950 e 1960 o Brasil havia conseguido eliminar o mosquito
transmissor da dengue de seu territorio, porém em 1976, a partir de Salvador (BA), o A.
aegypti foi reintroduzido e essa nova infestagdo ndo pode ser eliminada, uma vez que
estava presente em muitos paises vizinhos. Deste modo, a re-emergéncia da dengue esta
intimamente relacionada a reinfestacdo do pais pelo mosquito vetor (Tauil, 2001; 2002).

A primeira epidemia no Brasil, documentada clinica e laboratorialmente, foi
causada pelos sorotipos 1 e 4 e ocorreu no periodo de 1981-1982 em Boa Vista,
Roraima. Posteriormente, em 1986, o primeiro surto de maiores proporg¢des causado
pelo DENV-1 ocorreu no Rio de Janeiro e depois se espalhou para as areas urbanas das
regides Nordeste e Centro-Oeste do Brasil. Neste momento a doenga tornou-se um
problema de saide publica. Em 1990 foi identificada a circulagdo do sorotipo 2 em
Niteroi, Rio de Janeiro e, em Dezembro de 2000, a circulagdo do DENV-3 foi
identificada pela primeira vez no mesmo Estado (Pires Neto et al., 2005; Brasil, 2009;
Teixeira et al., 2009). O fato de a cidade do Rio de Janeiro ser um importante centro
turistico, principalmente durante os meses do verédo, explica a rapida propagacdo dos
sorotipos para outros Estados do Brasil (Nogueira et al., 1999). Apds 28 anos sem ser
detectado, 0 ano de 2010 foi marcado pela reintrodu¢do do sorotipo 4, no Estado de
Roraima (Temporéo et al., 2011).
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Com mais de trés milhGes de casos em um periodo de 5 anos (2000-2005), o
Brasil se tornou o pais com maior nimero de casos relatados de dengue, ocupando o
primeiro lugar no ranking internacional para os casos totais da doenca (Teixeira et al.,

2009), o que reporta a dengue como uma verdadeira tragédia nacional.

1.9.3. Dengue no Rio Grande do Norte

O Estado do Rio Grande do Norte vem convivendo com o aumento de casos de
dengue h& mais de uma década, correspondendo ao segundo Estado do Nordeste com
maior numero de casos registrados da doenca, ficando atras apenas do Ceara
(Nascimento et al., 2009). O primeiro caso de dengue relatado no RN foi em 1994, no
municipio de Assu (Oeste Potiguar), apesar da infestacdo por Aedes aegypti datar desde
1979 (Cunha et al., 1999; Barbosa et al., 2012). Dois anos depois, em 1996, varios
outros municipios do Estado, inclusive a capital Natal, ja registravam a presenca da
doenca, com episodios epidémicos e ndo epidémicos (Barbosa et al., 2012).

Foram em 2002 e 2008 que ocorreram as mais importantes epidemias de dengue
do Estado, que comegaram com a cocirculacdo dos sorotiposl e 2 até 0 ano de 2002 e 0
aparecimento do sorotipo 3 (Barbosa et al., 2012).

O RN néo difere do restante do territério brasileiro, que vem lidando com os
casos de dengue, bem como com a circulacdo simultanea de varios sorotipos do virus.
Fatores que contribuem para a atual situacdo epidemioldgica do Estado sdo: indices de
infestacdo predial acima de 1% em 70% dos municipios; uso exacerbado de
descartaveis; presenca de imdveis fechados; existéncia de terrenos baldios com acimulo
de lixo que se transformam em criadouros potenciais; fornecimento de agua irregular,
que acaba sujeitando a populacdo a armazenar agua em recipientes sem o devido
cuidado, dentre outros (Secretaria de Estado da Salde Publica do Rio Grande do Norte,
2008).
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1.10. Controle

O mosquito Aedes aegypti, principal vetor da dengue, corresponde ao alvo das
medidas de controle da incidéncia da doenca. Isto ocorre porque ainda ndo existem
vacinas seguras e eficazes disponiveis até o presente momento (Teixeira et al., 2009;
World Health Organization, 2011). O seu combate € deveras complexo, uma vez que
exige acOes coordenadas de mdaltiplos setores da sociedade, alem do fato deste se
encontrar muito bem adaptado as condic¢Ges urbanas (Tauil, 2007).

A partir do século 19 o combate ao A. aegypti foi institucionalizado de maneira
sistematizada no nosso pais (Brasil, 2001). No ano de 1990, em Abril, foi criada a
Fundacdo Nacional de Saude (FUNASA), que passou a ser responsabilizada pela
coordenacdo das acdes de controle da doenca. Seis anos mais tarde, o Ministério da
Saude elaborou o Plano de Erradicacdo do Aedes aegypti (PEAa), que se preocupava
principalmente com os casos de dengue hemorragica, devido a possibilidade de levar a
morte. Mais tarde, em Julho de 2001, a meta de erradicar o mosquito foi abandonada
oficialmente pela FUNASA, que passou a trabalhar com o objetivo de apenas controlar
o0 vetor. Através da implantacdo do Plano de Intensificacdo das Ag¢des de Controle da
Dengue (PIACD), as a¢des foram focalizadas em municipios com maior transmissdo da
doenca, os considerados prioritarios. O Programa Nacional de Controle da Dengue
(PNCD), implantado em 2002, deu continuidade ao PIACD, porém enfatizando a
necessidade de mudanga nos modelos anteriores (Braga & Valle, 2007).

As tradicionais abordagens para prevencéo e controle da dengue foram herdadas
dos programas verticais, nos quais a eliminacdo do vetor era feita através do uso de
inseticidas. O problema é que estes ndo apresentam longo alcance e sdo de curta
duragdo, ndo conseguindo penetrar nos locais de repouso do vetor (Gomez-Dantés &
Willogquet, 2009). Além disto, tém-se o0 agravante da resisténcia crescente dos insetos
aos larvicidas e adulticidas usados habitualmente nas atividades de controle, ficando
clara a necessidade de monitoramento permanente da resisténcia dos mosquitos, bem
como a pesquisa de novos produtos, que além de eficazes sejam ecologicamente seguros
(Tauil, 2002).

Em muitos casos, 0s programas nacionais sdo mal financiados, mal geridos e
funcionam de forma isolada. Os trabalhadores por ndo serem bem remunerados, séo

desmotivados. Muitos ndo apresentam habilidades de comunicagdo e nem sequer séo
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supervisionados. Além disto, durante periodos de baixa transmissdo, ha uma grande
diminuicdo dos esforgos, o que acaba acarretando no aumento da populacédo do vetor
(Gomez-Dantés & Willoquet, 2009).

Enfim, a atual situacdo epidemioldgica da dengue no Brasil mostra que as
medidas atuais de controle ndo tém alcancado sucesso e, se ndo houver alternativas
eficazes de controle que superem as dificuldades atuais, as perspectivas futuras séo
piores, devido o aumento de casos de febre hemorrégica da dengue, especialmente entre
as criancas (Teixeira et al., 2009).

Diante do exposto, o Brasil precisara se esforcar para implementar
adequadamente as estratégias atualmente disponiveis. Fazem-se necessarios, ainda,
investimentos em pesquisa para que sejam melhoradas as tecnologias para reduzir o
Aedes aegypti em grande escala (Teixeira et al., 2009).

Considerando que alteracdes de comportamento da populacdo podem ajudar a
reduzir a infestacdo de recipientes domesticos, se cada comunidade for corretamente
sensibilizada e orientada, fica clara a necessidade de uma nova relagdo entre instituicoes
governamentais e individuos, onde devem ser criados programas, com base na estrutura
local e na organizacdo da comunidade, que incorporem a vigilancia epidemioldgica, a
participacdo da comunidade, controle do vetor e a educacdo (GOmez-Dantés &
Willoquet, 2009).
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2. JUSTIFICATIVA

Desde que os primeiros casos de dengue foram detectados no Rio Grande do
Norte, ha mais de 20 anos, o Estado vem sofrendo com episddios epidémicos, alguns
deles de grandes proporgdes, e ndo epidémicos, ganhando, por esta razdo, o titulo de
segundo Estado do Nordeste com maior nimero de casos relatados da doenca
(Nascimento et al., 2009; Barbosa et al., 2012). E notéria a grande importancia da
dengue no RN, porém a escassez de estudos inviabiliza a compreensdo do perfil da
doenca, bem como ndo permite que se entenda a atividade do virus no Estado.

O atual quadro da dengue no Brasil, bem como a sua grande importancia
epidemioldgica, que ndo difere para o Rio Grande do Norte, serviram de motivacao para
a realizacdo deste trabalho, que busca descrever o perfil epidemioldgico e realizar a
caracterizagdo molecular dos virus dengue circulantes no Estado nos anos 2013 e 2014.

As informagdes obtidas com o monitoramento da transmissdo da dengue, do
movimento e distribuicdo geografica dos sorotipos e genotipos, através das técnicas
laboratoriais rapidas e sensiveis utilizadas neste estudo, poderdo fornecer importantes
informacdes as quais servirdo de subsidio para a definicdo de ac¢bes visando a prevencao
de futuras epidemias.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

e Descrever o perfil epidemiologico da dengue no Estado do Rio Grande do Norte,
no periodo de 2013 a 2014.

3.2. Objetivos Especificos

e Identificar e monitorar os sorotipos do virus da dengue circulantes no RN
durante o periodo de estudo;

e Descrever a distribuicdo geogréafica dos casos da doenc¢a no Estado, 2013-2014;

e Determinar o periodo do ano com maior nimero de casos de dengue no RN, no
periodo de 2013-2014;

e Verificar se existe diferenca nas taxas de incidéncia da infeccdo, no Estado do
Rio Grande do Norte, em relacdo ao género e faixa etaria, em 2013-2014;

e Realizar a caracterizagdo molecular dos virus DENV circulantes durante os anos

2013-2014, a partir do sequenciamento do gene do envelope viral.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Tipo de estudo

Trata-se de um estudo epidemioldgico observacional transversal,

predominantemente descritivo, de dados primarios.

4.2. Local de estudo

O presente estudo foi realizado no Estado do Rio Grande do Norte, localizado
na regido Nordeste do Brasil, limitando-se a Oeste com o Estado do Ceara, ao Sul com a
Paraiba e a Leste e Norte com o Oceano Atlantico (Figura 6). O Estado situa-se entre 0s
paralelos de 4°49°53” e 6°58’57” latitude sul, e os meridianos de 35°58°03” e
38°36°12” a oeste de Greenwich. Possui extensdo territorial de 52.811,126 km?
populacdo estimada em 3.168.027 habitantes e densidade demogréfica de 59,99
habitante/km? (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica, 2011).

O RN possui 167 municipios, agrupados em quatro mesorregifes e dezenove
microrregifes, que compartilham semelhancas quanto aos seus aspectos fisicos e
humanos (Figura 7). Na regido metropolitana, composta por 10 municipios, esta a maior
concentracdo demografica do Estado (Rio Grande do Norte, 2013).

Como uma das principais atividades econdmicas do Estado tem-se o turismo.
O RN dispde de inimeros atrativos naturais que podem ser observados ao longo dos
400 km de costa litoranea, repletos de praias, lagoas, parrachos, dunas e falésias (Rio
Grande do Norte, 2013).
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Figura 7 - Meso e microrregides do Estado do Rio Grande do Norte (Adaptado de Nascimento et al.,

2009).
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4.3. Populacéo de estudo

Foram incluidas no estudo amostras de soro ou sangue total de casos suspeitos
de dengue, provenientes de diferentes centros de salde e hospitais da rede publica do
Estado do Rio Grande do Norte. Um total de 483 amostras (256 de 2013 e 227 de 2014),
coletadas até uma semana apds o inicio dos sintomas, foi estudado.

As amostras foram encaminhadas ao Laboratorio de Biologia Molecular de
Doencas Infecciosas e do Cancer (LADIC) pelo Laboratério Central Doutor Almino
Fernandes (LACEN-RN), acompanhadas de ficha de notificacdo compulsoria de
dengue, com dados referentes ao paciente e a coleta. As mesmas permaneceram

armazenadas em freezer - 70 °C até o0 momento da utilizacéo.

4.4. Fonte de dados

O Banco de dados do LACEN-RN foi a fonte de informac6es referente aos casos
suspeitos analisados neste estudo. Os dados sobre as regifes geograficas do Estado
foram  obtidos a  partir de  documento  oficial disponivel  em
<http://www.seplan.rn.gov.br/arquivos/download/PERFIL%20D0%20RN.pdf>.

4.5. Diagnostico molecular da infeccao pelos virus DENV

4.5.1. Extragdo do RNA viral

Os RNAs das amostras de soro ou sangue foram extraidos através do QIAmp
Viral Mini Kit (QIAGEN, Inc., Valencia, EUA), sendo seguido o protocolo descrito
pelo fabricante. Resumidamente o ensaio foi realizado da seguinte forma: 140 pL de
cada amostra foram incubados com tampdo de lise AVL durante 10 minutos,

posteriormente as amostras foram misturadas com etanol absoluto e aplicadas em uma
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coluna de silica fornecida pelo kit. Em seguida, as amostras foram centrifugadas e
lavadas com os tampdes AW1 e AW?2. Por fim, o0 RNA foi eluido das colunas utilizando

60 uL do tampdo AVE e armazenado a - 70 °C para posterior utilizacdo.

4.5.2. Transcrigao reversa seguida da reacéo em cadeia pela polimerase (RT-PCR)

A partir do RNA obtido na etapa anterior foi realizada a transcricéo reversa para
obtencdo do cDNA de cada amostra, os quais foram submetidos a amplificacdo
conforme descrito por Lanciotti e colaboradores (1992). Este protocolo consiste em um
procedimento de duas etapas, semi-nested, que é capaz de detectar os quatro sorotipos
do virus simultaneamente. No final do processo sdo gerados amplicons com tamanhos
(pb) especificos para cada sorotipo.

Na primeira etapa do ensaio, para cada amostra, foram utilizados 0,75 uL de
iniciadores consensuais a 10 uM (D1 e D2) para os quatro sorotipos dos DENV,
complementares as sequéncias dos genes que codificam as proteinas C e prM. No
procedimento semi-nested, referente a segunda etapa, foram utilizados por reacdo: 0,75
uL de iniciadores especificos TS1, TS2, TS3 e TS4 também a 10uM, para os DENV-1 a

4, respectivamente (Tabela 1).

Tabela 1 - Relagdo dos oligonucleotideos iniciadores utilizados na transcricdo reversa seguida pela

reacdo em cadeia pela polimerase (RT-PCR) para a tipagem dos virus dengue.

Oligonucleotideo Sequéncia Posicdo no | Tamanho do
iniciador (sentido genoma amplicon em
do primer) pb
DI1(+) F-TCAATATGCTGAAACGCGGAGAAACCG- 134 - 161 511
D2(-) 3 -TTGCACCAACAGTCAATGTCTICAGGTTC- 616 — 644 511
T51(-) 3 -CGTCTCAGTGATCCGGGGG- 568 — 386 482 (D1 +Ts1)
T52(-) 3 -CGCCACAAGGGCCATGAACAG- 232-252 119 (D1 +T8Y)
TS3 () F-TAACATCATCATGAGACAGAGC- 400 —_421 200(D1+TS3)
T34 () S -CTCTGTTGTCTTAAACAAGAGA- 506 — 327 302 (D1 + T84

Na primeira etapa da reacédo, a transcri¢do reversa seguida da amplificacdo, foi
realizado o seguinte procedimento: em microtubos de 0,3 mL, tipo eppendorf ©, 2,5 uL
do RNA extraido, previamente descongelado, foram adicionados a 22,5 uL da mistura

para RT-PCR (Tabela 2). Imediatamente os microtubos foram colocados no bloco
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aquecido do termociclador. A transcricdo reversa ocorreu no primeiro momento da
ciclagem, a uma temperatura de 45 °C durante 45 minutos, logo apds as amostras foram
submetidas a 30 ciclos subsequentes de desnaturagdo (94 °C por 35 segundos),
hibridizacédo (56 °C por 1 minuto), extensdo (72 °C por 2 minutos) e mais 10 minutos de
extensdo final, a 72 °C.

Na segunda etapa do ensaio, os produtos da primeira etapa foram previamente
diluidos. Para isto, 2,5 uL do produto da primeira etapa foram misturados a 247,5 uL de
agua livre de nucleases (IDT, lowa, USA). Em novos microtubos de 0,3 mL foram
adicionados 2,5 uL da diluicdo em 22,5 uL da mistura para o semi-nested PCR (Tabela
2). Imediatamente as amostras foram levadas para o termociclador e submetidas a 20
ciclos de desnaturacdo (94 °C por 35 segundos), hibridizacdo (56 °C por 1 minuto),

extensdo (72 °C por 2 minutos) e um periodo de extensao final (72 °C por 10 minutos).

Tabela 2 -Relacdo dos reagentes utilizados na transcricdo reversa seguida pela reacdo em cadeia pela
polimerase (RT-PCR) para detec¢do dos sorotipos dos virus dengue.

Reagentes Mistura para RT-PCR Mistura para semi-nested
(volume para uma reacio) (volume para uma

reacio)

Agua livre de nucleases sulL 6.25uL

Iniciador D1 (100pM) 0,75pL 0,75pL
Iniciador D2 (100u)) 0,75ul

Iniciadores TS1-TS4 (100pM) 0.75uL
SU/pL enzima AMV-RT 0,5uL

PCR Master Mix 2x 12,5pL 12,5uL
RNA 2.5uL

c¢DNA da RT-PCR 2.5uL

Para visualizacdo e anéalise dos produtos amplificados, foi realizada eletroforese
horizontal a 100 V, por aproximadamente 60 minutos. Neste procedimento 5 uL do
produto amplificado, misturados a 2,5 uL de azul de bromofenol (Amresco, Ohio, USA)
e 2,5 uL de Gel Red® foram aplicados em um gel de agarose (BioAmerica, Inc.,

Miami,USA) a 1% em Tris-Acido Borico-EDTA 0,5 X e, visualizados em luz
ultravioleta.
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4.6. Caracterizacdo molecular

4.6.1. Elaboracéo do banco de sequéncias nucleotidicas

Sequéncias completas do gene do envelope dos virus Dengue tipo 1 e 4 foram
coletadas no GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), objetivando relacionar
filogeneticamente os DENV isolados neste estudo com o0s de diversos outros paises.

Foram selecionados os isolados que apresentavam informaces completas
referentes ao ano e local de isolamento, sendo descartados 0s que ndo apresentavam tais
informac@es, bem como os que eram identificadas como recombinantes (Worobey et al.,
1999), utilizando os mesmos critérios adotados por Twiddy e colaboradores (2003). As
cepas foram identificadas pelo ano, seguidos da sigla de duas letras do pais de origem
(lista de abreviaturas disponivel em http://www.inf.ufrgs.br/~cabral/Paises.html) e do
numero de acesso ao GenBank. Apenas quatro sequéncias do mesmo ano e local foram

coletadas.

4.6.2. Sequenciamento do gene do envelope

Objetivando realizar a caracterizagdo genética dos virus DENV-1 e 4, foi
realizado o sequenciamento da regido do envelope viral, regido esta considerada
informativa para estudos de filogenia, sendo utilizada frequentemente em trabalhos
desta natureza (Lanciotti et al. 1994; Araujo 2009b). A partir da estratégia de primer
walking, foram utilizados iniciadores capazes de amplificar cerca de 900 pb por regido,
sendo 200 pb de sobreposicdo entre as regides. O sequenciador utilizado foi o da
Applied Biosystem ABI-3730 (Applied Biosystems, Foster City, CA) disponivel na
plataforma genémica de sequenciamento de DNA do Centro de Pesquisas Aggeu

Magalhaes/Fiocruz-PE.
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4.6.2.1. Oligonucleotideos iniciadores

Os oligonucleotideos iniciadores para amplificacdo do gene do envelope do
DENV-1 (Tabela 3) foram desenhados por Aradjo (2009b).

Tabela 3 - Oligonucleotideos iniciadores para sequenciamento do gene do envelope do DENV-1 (Arayjo,

2009b).
Regido Primer sense A Primer antisense B Posicio do Produto Tm
(537 (537 genoma (ph) *C)
(de acorde com AB
AF513110)
1 TTA GTC TAC GTG GCC TAT TCC CAC 6—-938 932 62/63
GAC CGA CAA GAA GCA TCG

2 TGA CCTATG GGA GAG TCC AAT GTG 660 — 1460 209 63/63
CGTGTITCTC A AGG GCT CC

3 GAC GCG AAC TTT GGC GCA TCT GTT 1193 -1900 707 63/64
GTG TGT CG CCTTCGTA

4 GTG GGA TCA CAA CCA ATG GCT GCT 1691 - 2339 348 63/63
GAA GGA GCA GAC AGT CTT

5 GGG ATT AAA TTC ACT TGC CTA GAT 2332 -3217 283 62/62
AAG GAG CAC G GCC ATG GC

Quanto ao sorotipo 4, os oligonucleotideos utilizados neste estudo foram

desenhados por Sousa (2014) e Branco (2014).

Tabela 4 - Oligonucleotideos iniciadores para sequenciamento do gene do envelope dos DENV-4 (Sousa,

2014; Branco, 2014).

Regido Primer sense A Primer antisense B Posicdo do Produto Tm
(5°-3%) (57-3%) genoma (pb) ("C)
(de acordo com AB
JN559741.2)
1 TCC AAA TCG GAA GAC CCA TGC TCC ACC 11-978 067 39/60
GCTTGC IT TGA GA
2 GGA AGC ATG CTC ATC CCA GCA CTG TCA 76T — 1678 011 58/38
AGA GAG TAG AGA CATCCT
3 GTC ACC ATC GGT GCA CGT CAT GGC CAT 1416 -2352 036 39/59
TGA AGT CAA A TGA
4 TCA TTG GGA AAG CCA TGG ACC CAC GGT 2206 - 3187 0g1 58/59
GCTGIG C TTG
5 GTG TGT GAC CAC CCTCA AGC CAT GAC 2932 -3032 1000 30/60
AGG CTG ATG CAA TG




4.6.2.2. RT-PCR para sequenciamento

Em um tubo do tipo eppendorf® foram adicionados 25 pL do Acessquick Master
Mix (2x) (Promega, Madison, EUA), 14 uL de agua livre de nucleases (Promega,
Madison, EUA), 2,5 puL (500 nM) do iniciador sense (Invitrogen, EUA), 2,5 uL (500
nM) do iniciador antisense (Invitrogen, EUA) e 1 pL da enzima AMV-RT (Promega,
Madison, EUA). Por fim, foram adicionados 5 pL do RNA extraido e o tubo foi
submetido a agitacdo com auxilio de um vértex.

Nos primeiros 60 minutos, a uma temperatura de 45 °C, o RNA foi reversamente
transcrito, seguidos da ativacdo da enzima a 95 °C por 2 min, de 30 ciclos de
desnaturacdo 94 °C por 30 segundos, 54°C-62 °C por 1 minuto (dependendo do par de
primers utilizado) e 72 °C por 2 minutos, com uma extensao final a 72 °C por 10
minutos. O termociclador utilizado no ensaio de amplificacdo foi 0 modelo 22331
(Eppendorf AG, Hamburg, GER).

Finalizada a RT-PCR, foi realizada uma eletroforese em gel de agarose
(BioAmerica Inc., Miami, USA — cat n°® D1500 — LE) a 1% em TBE 0,5 X, por 60

minutos a 100 V, para anéalise dos produtos amplificados.

4.6.2.3. Purificacao direta do produto de PCR

A partir da visualizacdo do gel de agarose descrito no item 4.6.2.2, quando
foram observados amplicons unicos a purificacdo foi realizada de maneira direta, isto &,
a partir do proprio produto da RT-PCR. Para isto foi utilizado o kit comercial PCR
Purification (Qiagen, Inc., Valencia, CA), sendo seguido o protocolo descrito pelo
fabricante.

Resumidamente o ensaio se deu da seguinte maneira: em um tubo do tipo
eppendorf®, de 1,5 mL, foram adicionados 5 volumes de Buffer PB para 1 volume de
reacdo de RT-PCR (225 uL de Buffer para 45 uL de reacdo), a solucdo foi
homogeneizada em um agitador do tipo vortex e em seguida transferida para a coluna

fornecida pelo kit. A coluna foi centrifugada por 60 segundos a 14.000 rpm e o filtrado
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foi desprezado. Foram adicionados 750 pL do buffer PE, a coluna foi centrifugada por
60 segundos a 14.000 rpm e o filtrado foi novamente desprezado. A coluna foi mais
uma vez submetida a centrifugagdo por 1 minuto a 14.000 rpm e entdo transferida para
um tubo de 1,5 mL. Foram adicionados 30 uL de buffer EB ou de agua livre de
nucleases e a amostra foi incubada por 1 minuto a temperatura ambiente. Por fim, houve
uma ultima centrifugacdo de 1 minuto a 14.000 rpm e o DNA purificado foi entdo

armazenado a - 20 °C para uso posterior.

4.6.2.4. Purificacéo do produto de PCR por extracéo de gel de agarose

Quando, no gel de agarose descrito em 4.6.2.2, foram observados amplicons
além do de interesse, ou seja, amplicons inespecificos, foi realizado um gel de
purificacdo.

Foi feita uma eletroforese em gel de agarose a 0,7%, 100 V. Todo o volume da
reacdo de RT-PCR, misturado a 5 pL de GelRed® e 5 uL de azul de bromofenol
(Amresco, Ohio, USA) foi aplicado nos pocgos gerados pelo pente. O gel foi analisado
na luz ultravioleta e apenas os amplicons de interesse foram cortados, com o auxilio de
laminas de bisturi estéreis. Uma vez cortados, os fragmentos foram transferidos para
tubos de 1,5 mL e foi realizada a purificacdo utilizando o kit comercial Gel Extraction
(Qiagen, Inc., Valencia, CA).

O ensaio se deu da seguinte maneira: para cada 100 mg de fragmento de gel
foram adicionados 300 uL de Buffer QG, o tubo foi incubado a 50 °C por 10 minutos,
sendo homogeneizado a cada 2-3 minutos com auxilio do vortex. Transcorrida a
incubacgéo, estando o gel completamente dissolvido, a cor da mistura foi verificada,
devendo estar amarela, semelhante ao buffer QG. Em seguida foram adicionados 100
uL de isopropanol a amostra e a mesma foi transferida para a coluna fornecida pelo kit.
A coluna foi submetida a centrifugacdo por 1 minuto a 13.000 rpm, o filtrado foi
desprezado, foram adicionados 500 uL do Buffer QG e a coluna centrifugada
novamente, seguindo os mesmos parametros. Em seguida, o filtrado foi desprezado e
foram adicionados 750 uL de Buffer PE, seguido de uma nova centrifugacdo por 1

minuto. O filtrado foi desprezado e a amostra foi incubada a temperatura ambiente por 2
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a 5 minutos, seguida de mais duas centrifugacdes. Por fim, a coluna foi encaixada em
um tubo eppendorf® de 1,5 mL, foram adicionados 30 pL de Buffer EB ou 4agua livre de
nucleases e a mesma foi centrifugada por 1 minuto. O DNA purificado foi, finalmente,
estocado a - 20 °C para posterior utilizacao.

4.6.2.5. Quantificacdo do DNA

Considerando que a concentracdo de cDNA utilizada no sequenciamento é
crucial para o sucesso da reacdo, é indispensavel que o0 mesmo seja quantificado. Deste
modo, objetivando quantificar o DNA purificado e determinar a quantidade ideal a ser
adicionada na reacdo de PCR de sequenciamento, foi realizada uma eletroforese em gel
de agarose a 2%, em TBE 0,5 X.

No primeiro pogo do gel foram aplicados 4 pL do peso molecular de massa
(Invitrogen, Carlsbad, CA), misturados a 2 puL de GelRed® e 2 uL de azul de
bromofenol (Amresco, Ohio, USA). No poco seguinte foram adicionados 4 uL. do DNA
purificado a ser quantificado, juntamente com 2 pL de GelRed® e 2 pL de azul de
bromofenol (Amresco, Ohio, USA). O procedimento ocorreu a 100 V, durou
aproximadamente 60 minutos e a concentracdo do DNA foi estimada a partir da
comparacdo com o peso molecular de massa (Low Mass DNA), de acordo com a bula
apresentada pelo fabricante (Tabela 5).

Tabela 5 -Valores de referéncia para quantificacdo do DNA para a reagdo de sequenciamento.

Tamanho do fragmento | Low Mass DNA (4 pL) DNA (pL/reacio)
1200 pb 120 ng 2 ul
800 pb 80 ng 4uL
400 pb 40 ng S5ul
200 pb 20 ng 6 ul
100 pb 10 ng 8 uL
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4.6.2.6. Reacdo de sequenciamento

Em um microtubo de 0,3 mL foram adicionados 2 uL do primer especifico
(sense ou antisense), 2 uL de Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready (Applied
Biosystems, Foster City, CA), acrescido da quantidade de DNA determinada pelo
ensaio de quantificacdo (descrito no item 4.7.2.5). Por fim, o volume foi completado
com &gua livre de nucleases, objetivando um volume final de 10 pL.

A mistura foi submetida aos seguintes parametros de termociclagem: 30 ciclos
de 94 °C por 1 minuto, 30 ciclos de 2 minutos com a TM especifica do primer utilizado
e 30 ciclos de 3 minutos a 72 °C. Para este ensaio de amplificacdo foi utilizado o
termociclador modelo 22331 (Eppendorf AG, Hamburg, GER).

4.6.2.7. Purificacdo do DNA para remocao de dye terminators e processamento da

amostra

A purificacdo e precipitacdo do DNA foram realizadas a partir de colunas
Centri-Sep (Princeton Separations, Inc, Adelphia, NJ).

Para a hidratacdo da coluna foram adicionados 800 uL de &gua livre de
nucleases a mesma. A coluna foi submetida a agitacdo com auxilio de um vortex e
deixada em repouso por 30 minutos, evitando a formacdo de bolhas. Transcorrido o
tempo de incubacédo foi verificada a presenca de bolhas que, quando presentes, foram
removidas com o auxilio de uma micropipeta. A tampa inferior da coluna foi removida,
permitindo assim a drenagem do excesso de agua para um tubo de 2 mL. A &gua
drenada foi desprezada e a coluna, encaixada ao tubo coletor de 2 mL, foi centrifugada
por 2 minutos a 3000 rpm. Por fim, o tubo de coleta, contendo o0 excesso de agua
drenada, foi desprezado e os 10 uL da reacdo de sequenciamento foram transferidos
para o centro do gel, na coluna. A coluna foi entdo encaixada em um tudo do tipo
eppendorf® de 1,5 mL e centrifugada por 2 minutos a 3000 rpm. Finalmente a coluna foi

desprezada e a amostra foi submetida a secagem em estufa por 18 horas a 37 °C.
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O sedimento foi ressuspenso em 10 uL de formamida Hi-Di (Applied
Biosystems, P/N 4311320), aquecido por 2 minutos a 95 °C e mantido no banho de gelo
até o momento de aplicacdo na placa de 96 orificios do sequenciador automatico
Applied Biosystems ABI-3730 (Applied Biosystems, Foster City, CA).

4.7. Analise das sequéncias

As sequencias obtidas foram analisadas no programa Chromas Lite versdo 2.1
(Technelysium Pty Ltd) e editadas manualmente por meio de alinhamentos feitos no
Clustal W2 (Thompson et al., 1997) com sequéncia referéncia coletada no NCBI.

Foi realizado o alinhamento multiplo dos isolados deste estudo com os do banco
de sequéncias (descrito no item 4.6.1) utilizando o programa Clustal W2. As arvores
filogenéticas foram construidas utilizando o método de Neighbor-Joining, modelo

Tamura-Nei, com auxilio do software MEGA verséo 6 (http://www.megasoftware.net/).

4.8. Analise de dados

Para analise dos dados das fichas de notificacdo, fornecidas pelo LACEN-RN, o
programa Microsoft Office Access® 2010 foi utilizado. Para a construcdo de gréficos e
tabelas foram utilizados o Microsoft Office Excel® 2010 e o Microsoft Office Word®

2010, respectivamente.

4.9. Consideracdes éticas
O projeto que originou este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em

Pesquisa da Universidade Federal do Rio Grande do Norte (Protocolo N° 136/2009
CEP-UFRN).
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5. RESULTADOS

5.1. Monitoramento dos sorotipos dos virus DENV circulantes no Rio Grande do
Norte, 2013-2014.

Durante o periodo de estudo, 2013-2014, foi realizada a vigilancia virolégica da
dengue no Estado do Rio Grande do Norte através da deteccdo da presenca do virus,
utilizando a metodologia de RT-PCR.

Foram analisadas 483 amostras de pacientes com suspeita clinica de dengue, no
periodo compreendido entre Janeiro de 2013 a Dezembro de 2014, sendo 256 delas
referentes ao ano de 2013 e 227 de 2014. A infeccdo pode ser confirmada em 36,44%
(176/483) dos casos. Quanto ao percentual de detec¢do do virus por ano, constatou-se
que no ano de 2013 foi detectado um percentual de 37,89% (97/256) e em 2014,
34,80% (79/227) (Tabela 6).

Tabela 6 - Percentual de deteccdo dos DENV por ano de estudo.

Diagnéstico por RT-
PCR/Ano
2013 2014
Positivos/ 37.89% 34.80%
Analisados (97/256) (79/227)

Foi constatada a cocirculagdo de trés dos quatro sorotipos da dengue, em ambos
0s anos, sendo eles: DENV-1, DENV-2 e DENV-4. O sorotipo 4 foi o predominante,
representando 76,70% (135/176) dos casos estudados. O sorotipo 1 representou 18,75%
(33/176), enquanto o 2 representou apenas 4,55% (8/176).

Estratificando por ano, em 2013 o DENV-4 representou 83,51% (81/97) dos
casos positivos, 0 DENV-1 representou 12,37% (12/97) e 0 DENV-2 4,12% (4/97). Em
2014 a predominancia continuou sendo do DENV-4 detectado em 68,35% (54/79) dos
casos positivos, sequido do DENV-1 com 26,58% (21/79) e do DENV-2 com 5,06%
(4/79) dos casos confirmados (Figura 8).
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Figura 8 - Distribuicdo de sorotipos detectados por més, 2013 a 2014.

5.2. Distribuicdo geografica dos casos de dengue nos municipios do Rio Grande do
Norte, 2013-2014.

A partir da analise detalhada das fichas de notificacdo foi possivel realizar a
distribuicdo dos casos positivos e dos sorotipos da dengue pelos municipios do RN. No
ano de 2013 verificou-se a circulacdo dos virus DENV-1, DENV-2 e DENV-4 em 35
municipios, j& em 2014 a presenca dos mesmos sorotipos foi constatada em 21 dos 167
municipios do Estado. Todas as quatro mesorregides do Estado apresentaram mais de

um municipio com positividade para a dengue (Figuras 9 e 10).
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Figura 9 - Mapa do Rio Grande do Norte demonstrando a distribui¢do geografica dos sorotipos do virus
DENV, ano 2013.
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Figura 10 - Mapa do Rio Grande do Norte demonstrando a distribuicdo geografica dos sorotipos do virus
DENV, ano 2014.
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Em 2013 o maior nimero de casos ocorreu nos municipios de Caico, Lagoa
d’Anta, Lagoa de Velhos, Natal, Parelhas, Parnamirim, Pau dos Ferros e Serra Negra do
Norte. A cocirculacdo dos DENV-1, DENV-2 e DENV-4 foi verificada em Jandaira e,
em Parnamirim, houve a cocirculacdo dos sorotipos 2 e 4 (Tabela 7). No que concerne
ao ano de 2014, o maior numero de casos concentrou-se nos municipios de Caico,
Coronel Jodo Pessoa, Jandaira e Natal. Houve cocirculagdo dos sorotipos 1 e 4 nos
municipios de Coronel Jodo Pessoa, Ipueira, Natal e Tibau do Sul e, dos sorotipos 2 e 4

em Jandaira (Tabela 8).
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Tabela 7 - Relacdo dos casos positivos, percentual de positividade e sorotipos detectados por municipios

do Estado do Rio Grande do Norte, ano 2013.

Municipios N" de %% de Sorotipos detectados
positivos positives
Angicos 1 1.03% 1 DENV-4
Caico 3 3.15% 3 DENV-4
Flordnia 2 2.06% 2 DENV-4
Ipueira 1 1.03% 1 DENV-4
Jandaira 4 4.12% ZDENV 1, 1DENV 2e 1 DENV 4
Jardim de Piranhas 1 1,03% 1 DENV-4
Jodo Cimara 1 1,03% 1 DENV-4
Lagoa D*anta 3 5.15% 3 DENV-4
Lagoa de Pedras 1 1,03% 1 DENV-2
Lagoa de Velhos 6 6,19% 6 DENV-4
Lagoa Nova 1 1.03% 1 DENV-4
Lajes Pintadas 1 1.03% 1 DENWV-4
MMacaiba 1 1,03% 1 DENV-4
MMacau 1 1,03% 1 DENV-1
Mossoro 1 1.03% 1 DENV-4
Natal o 0.28% 0 DENV-4
Nisia Floresta 1 1,03% 1 DENV-2
Ouro Branco 2 2.06% 2 DENV-4
Parelhas 3 3.15% 3 DENV-4
Parnamirim il 6.10% 1 DENV 2 e 5 DENV 4
Passa e Fica 1 1,03% 1 DENV-4
Pau dos Ferros 8 8.25% 8 DENV-1
Rafael Fernandes 1 1,03% 1 DENV-1
Riacho de Santana 2 2.06% 2 DENV-4
Sdo José do Campestre 2 2.06% 2 DENV-4
Santana do Matos 2 2.06% 2 DENV-4
Sdo Fernando 1 1,03% 1 DENV-4
Sao José do Serido 4 4.12% 4 DENV-4
Sido Paulo do Potengi 1 1,03% 1 DENV-4
Serra Caiada 2 2.06% 2 DENV-4
Serra Negra do Norte 3 5,15% 5 DENV-4
Taholeiro Grande 1 1,03% 1 DENV-4
Taipu 3 3.00% 3 DENV-4
Tangara 2 2.06% 2 DENV-4
Virzea 4 4.12% 4 DENV-4
Nio Informado 3 3.00% 3 DENV-4
Total a7 100,00% 12 DENV-1, 4 DENV-2 ¢ 81

DENV-4
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Tabela 8 - Relacdo dos casos positivos, percentual de positividade e sorotipos detectados por municipios
do Estado do Rio Grande do Norte, ano 2014,

Municipios N de Yo de Sorotipos detectados
positives | positivos

Brejinho 1 1.27% 1 DENV-1
Caicara do Rio do Vento 1 1,27% 1 DENV-4
Caico 13 18,99% 15 DENV-4
Canguaretama 1 1,.27% 1 DENV-4

Coronel Joao Pessoa 13 16.46% JIDENV-1 e 10 DENV-4
Cruzeta 4 5.06% 4 DENV-4
Guamare 2 2.53% 2 DENV-2

Ipueira 3 3.80% 2DENV-1e1 DENV-4

Jandaira 10 12.66% 1 DENV-2 2 9 DENV-4
Jardim do Seridé 1 1,.27% 1 DENV-4
Jodo Cimara 1 1.27% 1 DENV-4
Lagoa D"anta 1 1,27% 1 DENV-2
Major Sales 2 2.53% 2 DENV-1
Mossord 1 1,.27% 1 DENV-1

MNatal ] 7.50% 2DENV-1 &4 DENV-4
Ouro Branco 3 3.80% 3 DENV-4
Parnamirim 1 1.27% 1 DENV-1
Rafael Fernandes 4 3.06% 4 DENV-1
Sédo Fernando 2 2.53% 2DENV-4

Tibau do Sul 4 5,06% IDENV-1 &1 DENV-4
Viarzea 1 1.27% 1 DENV-1

Nio Informado 2 2.53% 1 DENV-1 e 1 DENV-4

Total 79 100,00% 21 DENV-1, 4 DENV-2 & 54
DENV-4

5.3. Analise de sazonalidade

A anélise de sazonalidade dos casos de dengue revelou que, em 2013, Fevereiro,
Marco, Junho e Novembro foram 0s meses que apresentaram maior numero de casos
positivos da doenga, sendo 0 més de Marco o mais representativo, com 17,53% (17/97)

dos casos confirmados (Tabela 9 e Figura 11).
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no Estado do Rio Grande do Norte, ano 2013.

Meés N° de casos N° de casos Sorotipos detectados
confirmados estudados
Janeiro 2 6 2 DENV-4
Fevereiro 10 13 10 DENV-4
Marco 17 23 17 DENV-4
Abril 8 12 8§ DENV-4
Maio 5 41 5 DENV-4
Junho 14 35 1 DENV-1, 2 DENV-2 e 11 DENV-4
Julho 5 43 2 DENV-1, 1 DENV-2 e 2 DENV-4
Agosto 7 19 1 DENV-2 e 6 DENV-4
Setembro 4 17 4 DENV-4
Outubro 0 17 0 DENV-4
Novembro 13 17 0 DENV-1 e 4 DENV-4
Dezembro 0 5 ---
Nio Informado 3 8 3 DENV-4
Total 07 256 12 DENV-1, 4 DENV-2 e 81 DENV-
4

Tabela 9 - Distribuicdo mensal dos casos confirmados, casos estudados e sorotipos detectados de dengue

Em 2014, os meses de Fevereiro, Maio e Junho foram os de maior positividade,

com destaque para Maio, que sozinho representou 31,65% (25/79) dos casos

confirmados, sendo o més mais representativo do ano (Tabela 10 e Figura 11).

Tabela 10 - Distribuicdo mensal dos casos confirmados, casos estudados e sorotipos detectados de

dengue no Estado do Rio Grande do Norte, ano 2014.

Sorotipos detectados

4 DENV-1 e 2 DENV-4
4 DENV-1 e 9 DENV-4
3 DENV-1, 1 DENV-2 ¢ 1 DENV-4
3 DENV-1 e 5 DENV-4
2 DENV-1 e 23 DENV-4
3 DENV-1 e 9 DENV-4
2 DENV-4
2 DENV-4
1 DENV-1
3 DENV-2

1 DENV-1¢e 1 DENV-4

Mes N° de casos N° de casos
confirmados estudados
Janeiro 6 13
Fevereiro 13 27
Marco 5 13
Abril 8 14
Maio 25 42
Junho 12 21
Julho 2 16
Agosto 2 4
Setembro 0 g
Outubro 1 0
Novembro 3 20
Dezembro 0 24
Nio Informado 2 6
Total 79 227

21 DENV-1, 4 DENV-2 ¢
54 DENV-4
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Figura 11 - Distribui¢do mensal de casos confirmados e estudados de dengue, 2013-2014.

5.4. Distribuicdo dos casos de dengue no Rio Grande do Norte, 2013-2014, de

acordo como género.

A andlise das fichas individuais dos pacientes mostrou que, nos dois anos de
estudo, o sexo feminino foi o mais afetado pela dengue no Estado do Rio Grande do
Norte, representando 69,07% (67/97) dos casos positivos em 2013 e 54,43% (43/79) em
2014 (Figura 12).
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Figura 12 - Casos positivos de dengue por género, 2013-2014.

5.5. Distribuicdo dos casos de dengue no Rio Grande do Norte, 2013-2014, de

acordo com a faixa etaria.

Constatou-se neste estudo que os adultos da faixa etaria de 21-30 anos foi o
segmento da populacdo mais atingido pela dengue no Estado, durante o ano de 2013,
representando 25,77% (25/97) dos casos positivos. Em 2014, os jovens da faixa etaria
de 11-20 anos foram os mais acometidos pela doencga, representando 20,25% (16/79)
dos casos positivos (Figura 13).
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Figura 13 - Casos positivos de dengue por faixa etéria, 2013-2014.

5.6. Caracteriza¢do molecular dos virus DENV isolados no Rio Grande do Norte,
2013-2014.

Foram selecionadas uma amostra representante do sorotipo 1 e trés do sorotipo
4, isoladas no RN durante os anos de 2013-2014 (Tabela 11), para o sequenciamento da
regido do gene que codifica a proteina do envelope viral (1485 pb). Os DENV-2

detectados neste estudo ndo puderam ser recuperados para o sequenciamento.

Tabela 11 - Amostras selecionadas para caracterizagdo molecular com seus respectivos sorotipo,

municipio de origem e ano de coleta.

Numero de identificacio Sorotipo Municipio de Ano
do LADIC origem

430 DENV-1 Pau dos Ferros 2013

407 DENV-4 Jodo Cimara 2013

432 DENV-4 Natal 2013

a0 DENV-4 Caico 2014
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Foi verificada a circulacdo do gendtipo V do DENV-1 (Figura 14) e do genotipo

Il do DENV-4 (Figura 15).

100

43

om

G1

VS, MQ, HT (2006-2010)
VE (1997-2006)

2008 GY JN415506.1
H/[12008 BR F1850093 1
2010 BRRR JN713897.1
97 2005 CO GQ8B8562.1
2004 VE FJ539802.1
2004 VE F)539796.1
2004 VE FJ639794.1
—-q €O (2006-2008)
1995 VE AF425638.1
1984 VE AF425636.1

£ @ 2013 439 BR RN Pau dos Ferros
VE, B8 (1994-2006)

SV, NI, VE (2006-2012)

US, NI, MX, HN, SV, BZ (2004-2010)

2001 BRFJ850073.1

‘< US, AW, CO, SV, AO, GD, SR, JM, BS, TT, AW, BR, MX (1977-1996)

US, B8, PE, PY, PR (1987-2003)

RNI

L —— ! (1962-1963F

75 o0 NG, IN (1968-1971)

e M (1971-1998)

TH, IN, KM, SA, MY, SG, KR (1962-2010)

IN, LK, SG, CN, BD (2005-2011)
81

0,005

Figura 14 - Arvore filogenética dos DENV-1. O gendtipo V, em rosa, apresenta amostras potiguares

isoladas por Sousa (2014) e Branco (2014) marcadas de azul e, a amostra isolada neste estudo marcada de

vermelho. Os nimeros proximos aos ramos da arvore representam os valores de bootstrap.

51



2011 BR JN0G2553.1
2011 BR JNB48496.1
2011 BR JNB48B47.1

@ 2014 BR RN 90 CAICO
2010 BR AR JNGB3813.1
@ 2013 BRRN 432 NATAL
2011 BR JNB48500.1
@ 2012 BRRN 05 GUAMARE
@ 2012 BR RN 30 NATAL
90| @ 2011 BR AN 380 SANTACRLZ
2013 BRRN 407 JOAOCAMARA
2011 BR AM JO513338.1
2011 BR AM JO513344.1
2011 BRAM JO513339.1
2010 BR AR JO513333.1

2010 BRRR JQ5133411
2010 ER RR JO513330.1
2010 BR AR JO513331.1
4o 2010 BR RR JO513332.1

2012 BR AN 446 CAICO
2010 BR RR JN558741.2
2010 ER AR JO513340.1
2007 VEHQ332176.1
2007 VE FJBA2584.1
55 BR AM (2011)

i

CO (2004-2005)

2005 VEGQ139500.1
VE (2004-2007)

2008 VE FJBB2502.1
2005 VEGQ139589.1
2007 VEHO332172.1

VE (1998-2001)
BS, GF, MQ, GP, ER PA, DO, US (2004-2011)

—— MS, TT, BB (1994-2000)
US, VI (1986-1999)
MY, HN (2006-2007)

BB, SR, HT, CR, GF (1993-1996)

US, B8, TT (1992-1995)
fbo4 s PRAY152288.1

PF, US, BR, EC, PE, VE, CO, HN, MX, M, TT, 5N, NC, DM, SR, SV (1953-2006)

99
L yTH(1997-1998) 78 1993 SV AY152300.1
100 L e MX(1991-1995)
100 & —’ 100 ] MY (1997-1999)
1962 PF JNB32500.1 100
— —
0.0z 0.005

Figura 15 - Arvore filogenética dos DENV-4. O genGtipo Il, em verde, apresenta amostras potiguares
isoladas por Sousa (2014) e Branco (2014) marcadas de azul e,marcadas de vermelho, as amostras

isoladas neste estudo. Os nimeros préximos aos ramos da arvore representam os valores de bootstrap.



6. DISCUSSAO

Desde a introducdo dos virus dengue no Brasil, a regido Nordeste vem sendo
amplamente atingida por epidemias da doenca (Barboza et al., 2013). O Estado do Rio
Grande do Norte convive com esta importante arbovirose desde 1994, ano em que 0s
primeiros casos foram notificados. Passados mais de 20 anos a populagdo potiguar vem
convivendo com sucessivas epidemias de dengue, onde a doenca se apresenta com um
perfil endémico (Barbosa et al., 2012).

Apesar do impacto causado a salde publica do Estado, pouco se conhece a
respeito da dindmica da doenca no RN. Isto pode ser constado pela caréncia de
trabalhos disponiveis sobre a tematica. O trabalho mais recente acerca da doenca no
Estado foi realizado por Barbosa e colaboradores em 2012 e trata-se de um estudo de
dados secundarios do Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo, bem como de
planilhas paralelas da dengue. O Unico estudo que trabalhou com dados primarios foi
desenvolvido ha mais de 15 anos por Cunha e colaboradores (1999).

A falta de conhecimentos a respeito da doenca no Estado pode ser explicada pelo
fato de que o RN carecia de um sistema de vigilancia viroldgica até pouco tempo.
Apenas em 2009 o LACEN-RN passou a realizar o isolamento viral em sua rotina de
diagnostico e, no mesmo ano, o0 nosso laboratério implementou a técnica molecular de
RT-PCR, passando a contribuir com a vigilancia virolégica do Estado.

Considerando que as frequentes epidemias da dengue séo coincidentes com a
introducdo (ou reintroducéo) dos diferentes sorotipos, fica clara a grande importancia da
vigilancia viroldgica.

A relevancia do nosso trabalho reside no fato de que através de técnicas
laboratoriais rapidas e sensiveis, como a RT-PCR e o sequenciamento viral, é possivel
definir o perfil epidemiologico da doenca e, esse conjunto de informacbes sobre o
comportamento da doenca no Estado, pode servir de base para as tomadas de decisoes

gue visam a sua prevencao.
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6.1. Monitoramento dos sorotipos dos virus DENV circulantes no Rio Grande do
Norte, 2013-2014.

Durante os anos de 2013-2014, a partir do ensaio molecular da RT-PCR,
pudemos confirmar a infeccdo em 36,44% (176/483) dos casos estudados, sendo o
percentual de detecgdo em 2013 de 37,89% (97/256) e em 2014 de 34,80% (79/227).
Nossos resultados mostraram taxas de incidéncia da infeccdo superiores aquelas
encontradas por Branco, 2014 (24,13%), em um estudo realizado no periodo de 2010-
2012 utilizando 0 mesmo protocolo.

Apesar de a técnica de RT-PCR corresponder a uma importante ferramenta para
o diagnostico, uma vez que é uma metodologia rapida e eficaz para a deteccdo e
tipagem dos virus da dengue, faz-se necessario um maior controle das amostras visando
descartar a possibilidade de resultados falsos negativos, considerando que a qualidade
dos &cidos nucleicos extraidos é bastante afetada pela forma de coleta da amostra, pelo
seu manuseio e transporte (Riemann, 2007; Kaser, 2010; Okello, 2010).

A co-circulacdo de trés dos quatro sorotipos da dengue, DENV-1, DENV-2 e
DENV-4, com énfase neste Gltimo, foi claramente demonstrada no nosso estudo. Tal
padrdo ja havia sido observado no Estado anos atras. Cunha e colaboradores (1999) e
Barbosa e colaboradores (2012) relataram a presenca simultanea dos sorotipos 1 e 2. Ja
em 2014, Branco encontrou 0 mesmo padrdo encontrado em nosso trabalho, com a
circulacdo dos DENV-1, 2 e 4.

Esta constatacdo € de fato preocupante e deve servir de alerta as autoridades de
salde pela possibilidade de eventos de coinfec¢do por mais de um sorotipo. Apesar de
estudos como o de Gubler e colaboradores, realizado em Porto Rico no ano de 1985,
relatarem casos de coinfeccdo pelos sorotiposl e 4 que estavam relacionados a apenas
sintomas leves, sdo necessarios estudos mais aprofundados para responder questdes a
respeito das manifestacfes e gravidade da doenca relacionadas & eventos deste tipo.
Além disto, de acordo com Dos Santos et al. (2003), existe o agravante de que a
infeccdo concomitante por diferentes linhagens dos DENV, em células hospedeiras
humanas ou de mosquitos, proporciona um potencial para a recombinacdo entre
sorotipos do virus.

Mesmo que a infec¢do por mais de um sorotipo ndo ocorra de forma simultanea,

existe o risco de se desenvolver a doenca grave quando ha infeccdo sequencial das
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populacdes por dois ou mais sorotipos, resultando em um aumento da incidéncia de
dengue hemorragica e sindrome do choque, de acordo com Hasltead (1988), em
decorréncia da pré-existéncia de anticorpos para o virus.

A maior prevaléncia do sorotipo 4 nos dois anos de estudo ja era esperada, uma
vez que este foi o Ultimo sorotipo a ser introduzido no Estado. O seu percentual de
deteccdo foi de 83,51% (81/97) em 2013 e 68,35% (54/79) em 2014. Este sorotipo foi
detectado pela primeira vez no Estado em Maio de 2011, no municipio de Santa Cruz,
provavelmente durante um evento religioso, se espalhou rapidamente para outros
municipios, sendo detectado na capital Natal poucos dias apds sua introducdo. No ano
de 2012 foi o uUnico sorotipo detectado no Estado (Branco, 2014). Este padrdo €
explicado pelo fato de que o novo sorotipo encontrou aqui uma populagao susceptivel,
nunca antes exposta a ele.

Quanto aos demais sorotipos detectados, DENV-1 e DENV-2, apesar de terem
circulado no RN em anos anteriores tornando significativas parcelas da populagéo
adulta imune a eles, de acordo com Teixeira e colaboradores (2009) as coortes de
nascimentos reabastecem constantemente as reservas de individuos suscetiveis aos

sorotipos circulantes, favorecendo a ocorréncia de novas epidemias.

6.2. Distribuicdo geografica dos casos de dengue nos municipios do Rio Grande do
Norte, 2013-2014.

No que diz respeito a distribuicdo espacial da dengue (casos positivos e
sorotipos) no Rio Grande do Norte, pudemos verificar que todas as quatro mesorregides
geograficas do Estado apresentaram casos da doenca, fato este também constatado por
Branco (2014). Merecem destaque os municipios de Natal e Caicd, que apresentaram
maior positividade em 2013 e 2014, respectivamente.

Ambos 0s municipios possuem grandes extensdes territoriais, elevado ndmero
de habitantes e recebem, anualmente, um expressivo nimero de turistas. Natal durante
todo ano é visitada por um grande numero de pessoas em virtude de seus atrativos
naturais. Caicé recebe uma grande quantidade de turistas em dois momentos do ano: em
Fevereiro, durante o Carnaval, e em Julho, durante uma festa religiosa. Isto pode

justificar o maior nimero de casos positivos de dengue nestes municipios, uma vez que
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de acordo com Rodhain e Rosen (1997) o aglomerado populacional proporciona uma
maior circulagdo e transmissao do virus.

Uma elevada quantidade de municipios apresentou baixa ou nenhuma incidéncia
de dengue. Leite e colaboradores (2011) observaram 0 mesmo em um estudo realizado
em Minas Gerais. Estes autores explicam que pode estar ocorrendo dificuldades no
diagnédstico dos casos da doenca em razdo de uma possivel deficiéncia na area de
atencdo a salde e, alertam para a necessidade de uma maior investigacdo nestes
municipios, visando descobrir se realmente nao estdo ocorrendo casos de dengue ou se
estdo sendo subnotificados, o que pode estar provocando desvios no perfil da doenca.

A maioria dos municipios apresentou a circulacdo de apenas um sorotipo. De
acordo com Lima e colaboradores (1999), quando a distribuicdo geogréfica de um
sorotipo fica restrita a determinada regido, existe o grande risco de novas epidemias
acometendo outras regides pelo mesmo sorotipo do virus e da ocorréncia de casos de
FHD/SCD com a introducdo de outro sorotipo na area com individuos imunes a
sorotipos diferentes.

Quanto a cocirculacdo de multiplos sorotipos, ela péde ser observada em alguns
municipios. Em 2013 foi verificada a presenca dos DENV-1, 2 e 4 em Jandaira e, em
Parnamirim, dos sorotipos 2 e 4. J4 em 2014, houve cocirculacdo dos sorotipos 1 e 4 nos
municipios de Coronel Jodo Pessoa, Ipueira, Natal e Tibau do Sul e, dos sorotipos 2 e 4

em Jandaira. A importancia deste tipo de evento ja foi relatada anteriormente.

6.3. Analise de sazonalidade

Os meses com maior nimero de casos confirmados foram Marco, em 2013, e
Maio, em 2014, representando 17,53% (17/97) e 31,65% (25/79), respectivamente.

Os dados obtidos neste estudo demonstram que as maiores incidéncias de casos
de dengue coincidem com o periodo de chuvas do Estado, sendo observado um padrédo
de sazonalidade da doenca.

Monteiro e colaboradores (2009) observaram que 0s casos de dengue em
Teresina também foram significativamente mais frequentes na estacdo chuvosa,

chagando a ocorrer uma diminuigao na incidéncia da doenca no final desta estacéo.
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Em 2013, Viana & Ignotti concluiram que a variacdo sazonal da temperatura e
da pluviosidade influencia diretamente o desenvolvimento do vetor e,
consequentemente a incidéncia da doenga em todo territorio brasileiro, estando a dengue
intimamente relacionada com as variaveis meteorologicas.

Durante a estacdo chuvosa, recipientes ou residuos gerados a partir de produtos
de consumo descartados inadequadamente no ambiente acumulam agua das chuvas,
tornando-se criadouros ideais para 0s mosquitos altamente domiciliados, cenério este

que redne as condigdes necessarias para ocorréncia da dengue (Gubler, 1998).

6.4. Distribuicdo dos casos de dengue no Rio Grande do Norte, 2013-2014, de

acordo com o género.

O género feminino foi o mais acometido pela dengue em todo o periodo de
estudo, representando 69,07% dos casos positivos em 2013 e 54,43% em 2014. Nossos
resultados estdo de acordo com achados de outros autores como Ribeiro e colaboradores
(2006), Cunha & Bohland (2012) e Monteiro e colaboradores (2009) que realizaram
trabalhos em Séo Paulo, Sergipe e Piaui, respectivamente.

Duas hipoteses existentes poderiam explicar estes resultados: o fato de as
mulheres procurarem mais 0s servicos de satde do que os homens, sendo a dengue mais
frequentemente notificada entre elas (Ribeiro et al., 2008); e o fato de elas
permanecerem mais tempo dentro de suas residéncias, habitat do Aedes aegypti, ficando

desta forma mais expostas ao vetor (Vasconcelos, 1993).

6.5. Distribuicdo dos casos de dengue no municipio de Natal, 2013-2014, de acordo

com a faixa-etaria.

Quanto a distribuicédo por grupo etario, foi observada a ocorréncia da doenga em
todas as faixas, sendo a de 21-30 anos a que apresentou 0 maior numero de casos
positivos em 2013, representando 25,77% (25/97). Em 2014 a faixa etaria de 11-20 anos
foi a que apresentou maior nimero de casos de dengue, com 20,25% (16/79) dos casos
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positivos. Nossos resultados divergem daqueles obtidos por Cavalcanti et al. (2011),
onde foi demonstrada uma maior incidéncia na faixa etaria de 0-10 anos na populagéo
afetada pela dengue do Nordeste brasileiro. Porém, corroboram com os obtidos por
Ribeiro e colaboradores (2006) e Monteiro e colaboradores (2009) que constataram
taxas de incidéncia que aumentaram com a idade.

Gongalves Neto & Rebélo (2004) destacam que apesar de todas as faixas etarias
serem suscetiveis a infec¢do pelos virus dengue, existe um padrdo de maior incidéncia
de casos em faixas etarias mais elevadas quando ocorre a introducdo de um novo
sorotipo do virus, em razdo de praticamente toda a populacdo ndo apresentar imunidade.
Branco (2014) pdde constatar isso, quando observou que em 2012, um ano apds a
introdugdo do sorotipo 4 no RN, houve um aumento na média de idade da populacéo

acometida pela doenca.

6.6. Caracterizagdo molecular dos virus DENV isolados no Rio Grande do Norte,
2013-2014.

A partir da caracterizacdo molecular dos virus DENV circulantes no Rio Grande
do Norte, em 2013 e 2014, foi constatada a presenca do gendtipo V, do DENV-1, e do
gendtipo 11, do DENV-4.

Nosso achado em relacdo ao sorotipo 1 estd de acordo com varios trabalhos da
literatura, como o de Cordeiro (2010) e o de Silva (2013), que estudando amostras deste
sorotipo em Roraima e Pernambuco, respectivamente, observaram que elas pertenciam
também ao gendtipo V, sendo este o Unico com circulagdo relatada nas Ameéricas.

Nossos resultados quanto ao DENV-1 demonstram, ainda, a presenca de duas
linhagens em circulagdo no Rio Grande do Norte: a RN-I, que compreende amostras
sequenciadas por Sousa (2014) e Branco (2014) e, a RN-IlI com a amostra sequenciada
no presente estudo. Entretanto, faz-se necessario sequenciar um ndmero maior de
amostras para confirmar esta constatacao.

Quanto ao DENV-4, nossos resultados se opdem aos encontrados por Pinho
(2013) que, estudando amostras de Salvador, verificou a circulacdo do gendtipo | para
este sorotipo. Porém, estudos como o de Nunes (2012) determinaram além do I, a
circulagdo do gendtipo II.
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Estudos de caracterizacdo genética apresentam grande importancia, uma vez que
através deles é possivel realizar o monitoramento da transmissdo dos genotipos virais e
associa-los, deste modo, a eventos epidémicos ou ao aparecimento de casos graves da
doenca. Com base nisto, torna-se essencial a realizacdo de mais estudos sobre
esta tematica, que visem identificar e rastrear as populacdes de virus em circulagdo nédo

s6 no Rio Grande do Norte como em todo o territorio brasileiro.
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7. CONCLUSOES

1. A vigilancia viroldgica e construcdo do perfil epidemiologico da dengue, no
periodo de 2013-2014, envolveu a analise de 483 amostras, sendo a infec¢do confirmada
em 36,44% (176/483);

2. No periodo estudado foi constatada a circulacdo de trés sorotipos da dengue:
DENV-1, DENV-2 e DENV-4;

3. Durante os dois anos de estudo o sorotipo 4 foi o predominante, representando
83,51% (81/97) dos casos positivos em 2013 e 68,35% (54/79) em 2014;

4. Em 2013 o maior nimero de casos ocorreu em Natal e, em 2014, no municipio
de Caico;
5. Os meses com maior incidéncia da doenca foram Marco (2013) e Maio (2014),

representando 17,53% (17/97) e 31,65% (25/79) dos casos confirmados,

respectivamente;

6. O género feminino foi o mais acometido pela dengue em 2013 e 2014,
representando 69,07% (67/97) e 54,43%(43/79), respectivamente;

7. A faixa etaria com maior nimero de casos confirmados foi a de 21-30 anos em
2013 e a de 11-20 anos em 2014, representando 25,77% (25/97) e 20,25% (16/79),

respectivamente;

8. A caracterizacdo molecular dos virus circulantes em 2013 e 2014 revelou a

presenca do gendtipo V e do gendtipo 11, para DENV-1 e DENV-4 respectivamente.
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