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RESUMO

A infeccdo pelo virus dengue aumentou significantemente no Brasil durante a tltima década,
particularmente depois de 1994, como consequéncia da disseminacéo do Aedes aegypti. A
dispersdo do vetor foi seguida pela introducéo dos sorotipos DEN-1, DEN-2 e DEN-3 nas
principais cidades brasileiras e a co-circulagdo de diferentes sorotipos permitiu 0 surgimento
dos primeiros casos de dengue hemorrégico (DHF). Este estudo teve como objetivos: Isolar
em cultura de células amostras dos virus dengue circulantes no Estado do Amazonas;
identificar os sorotipos do virus dengue por meio de técnicas soroldgicas e moleculares;
correlacionar os aspectos clinicos e laboratoriais mais importantes dos casos de dengue, febre
hemorréagica do dengue (DHF) e da sindrome de choque por dengue (DSS), com cada sorotipo
e comparar 0s resultados obtidos por sequienciamento parcial dos genes C e prM das amostras
de dengue encontradas neste estudo em comparagdo com seqiiéncias depositadas no GenBank.
Entre janeiro de 2005 e junho de 2007, 534 amostras de sangue foram coletadas de pacientes
com sintomas clinicos de dengue e negativos para malaria. Anticorpos especificos anti-dengue
(IgM) foram detectados em 90 (16,8%) amostras, dessas 40 (44,4%) foram amplificadas, 13
(32,5%) foram tipadas como DEN-2, 23 (57,5%) como DEN-3 e 4 (10%) como DEN-4. Entre
as 40 amostras positivas por PCR, 52 (57,7%) foram também positivas no isolamento viral.
DEN-3 foi isolado de dois pacientes diagnosticados com DHF pelos critérios da Organizacéo
Mundia de Saide (OMS). No presente trabalho foi também registrada a primeira deteccéo de
DEN-4 no Amazonas. O sorotipo DEN-4 foi identificado em trés casos de co- infecgdo, dois
deles foram co- infecgdes de DEN-3/DEN-4 e um DEN-2 / DEN-4. Foi observada uma
incidéncia de DEN-3 em relacéo ao DEN-2 e DEN-4, e a auséncia da circulacdo de DEN-1.

Palavras chave: Dengue; sorotipo; RT- PCR.
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ABSTRAT

Dengue virus infection increased significantly in Brazil during the last decade, particularly
after 1994, as a consequence of Aedes aegypti dissemination. Vector dispersion was followed
by the introduction of DEN-1, DEN-2 and DEN-3 serotypes in major Brazilian cities and the
co-circulation of different serotypes has led to the first cases of dengue hemorrhagic fever
(DHF). This study had as objectives: Isolate in cell culture samples of dengue virus circulating
in the state of Amazonas, identify the serotypes of the dengue virus through sorologicas and
molecular techniques; to correlate the clinical and laboratory most important cases of dengue,
of dengue hemorrhagic fever (DHF) and dengue by shock syndrome (DSS), with each
serotype; comparing the results obtained through the sequencing parcia of genes C and prM
of samples of dengue found in this study compared with the sequences deposited in GenBank.
Between January 2005 and June 2007, 534 blood samples were collected from patients with
clinica symptoms of dengue fever who were negative for malaria. Anti-dengue
immunoglobulin M (IgM) specific antibodies were detected in 90 (16.8%) samples, from
those 40 (44.4%) were PCR-amplified, 13 (32.5%) were typed as DEN-2, 23 (57.5%) as
DEN-3 and 4 (10%) as DEN-4. Among the 40 PCR-positive samples, 52 (57,7%) were aso
positive for viral culture. DEN-3 was isolated from two patients diagnosed with hemorrhagic
fever by the WHO criteria. Asthiswork reports the first detection of dengue type 4 viruses in
Amazonas, DEN-4 was identified from the sera of three patients with co- infection two of
them were DEN-3/DEN-4 co-infection and one DEN-2 / DEN-4. A greater incidence of
DEN-3 in relation to DEN-2 and DEN-4, and the absence of DEN-1 circulation.

Keywords: Dengue; serotype; RT- PCR.
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INTRODUCAO

Os arbovirus sdo agentes virais transmitidos por insetos e outros vetores. Constituem o
maior grupo conhecido de virus com cerca de 535 membros. Desses, aproximadamente um
terco foi isolado na Amazonia, 100 sdo conhecidos por infectar seres humanos, 40 infectam
animais domésticos e pelo menos 10 podem causar epidemias (KARABATSOS, 1985). A
dengue é considerada atualmente, a arbovirose mais difundida no mundo e a mais importante
doenca vira isolada de artropodes (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2001),
constituindo causa importante de morbidade e mortalidade, resultando em epidemias de
impacto em salide publica. A dengue foi reconhecida em mais de 100 paises, e 2,5 bilhdes de
pessoas vivem em areas onde a dengue € endémica. Estima-se que ocorram, anualmente, 50—
100 milhdes de casos de febre classica do dengue (DF) e vérias centenas de milhares de febre
hemorrégica do dengue (DHF), dependendo da atividade epidémica. Existe notificacdo oficial
de cerca de 250 000-500 000 casos de DHF; a verdadeira incidéncia, entretanto, ndo €
completamente conhecida (PINHEIRO, 1997; WHO, 2000).

A doenca € endémica no continente americano, Sudeste Asiatico, Pacifico Ocidental,
Africa e Mediterraneo Oriental, com a maior incidéncia nas trés primeiras regifes. Nos
altimos oito anos a incidéncia da dengue cresceu nas areas endémicas, particularmente na
regido do continente americano; nos trés tltimos anos, entretanto, a taxa de fatalidade foi mais

alta nas regides do Sudeste Asiético e do Pacifico Ocidental (GUZMAN & KOURI, 2002).
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JUSTIFICATIVA

A locdizagdo geogréfica da regido AmazOnica assim como a Situagdo
epidemiolégica vivida em Manaus faz com que a expectativa de casos mais
severos possam ocorrer, devido a circulagdo dos quatro sorotipos DEN-1 a 4,
répida expansdo e disseminacdo do vetor associado aos modernos meios de
transporte. Deve-se levar em conta ainda outros fatores que limitam a prevencéo e
o controle das epidemias do dengue, entre os quais a falta de uma vacina
tetravalente para aplicagdo em larga escala e, as dificuldades de controle do
mosquito vetor cuja proliferacdo é favorecida devido as precérias condigoes
ambientais dos centros urbanos, a umidade e atemperatura brasileiras, associada a
resisténcia dos ovos do Aedes aegypti por um ano ou mais de dessecacdo
(NOGUEIRA et al., 2000).

A competéncia do vetor A. aegypti e sua persisténcia em &reas urbanas sdo
fatores que dificultam a prevencéo dos quatro sorotipos da dengue, atualmente as
medidas de controle tém como objetivo somente eliminar o vetor, que € um
mosquito bem adaptado a diferentes condigdes ambientais e ao moderno estilo de
vida de diferentes paises, especiamente paises em desenvolvimento que mantém
nos domicilios os criadouros do vetor.

Em relacdo as vacinas ndo ha divida quanto a necessidade de producéo de
uma vacina gque ofereca imunidade de larga durag&o contra os quatro sorotipos do
virus. Entretanto, diversos fatores tém impedido a elaboracdo de vacinas
especificas contra o dengue, como a falta de um modelo animal, o conhecimento
incompleto de sua patogenia e o financiamento insuficiente para as investigactes

sobre a dengue (GUZMAN et ., 2006).
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Os dados acima mencionados demonstram a importancia de estudos
genéticos e do monitoramento, por meio da epidemiologia molecular, das
amostras do virus dengue circulantes no pais. A caracterizacdo molecular pode
identificar a circulagdo simultanea das amostras antigenicamente similares, porém
geneticamente distintas, e permitir o conhecimento de sua distribuicéo

separadamente.

OBJETIVO GERAL

- Identificac&o e caracterizagdo dos virus Dengue circulantes no Estado do

Amazonas.

OBJETIVOSESPECIFICOS

» Caracterizar epidemiologicamente a dengue no Estado do Amazonas

através de técnicas sorol dgicas e moleculares.

» |solar em cultura de células amostras dos virus dengue circulantes no

Estado do Amazonas.

» |dentificar os sorotipos do virus dengue por meio de técnicas sorolégicas e

molecul ares.

» Correlacionar os aspectos clinicos obtidos durante a coleta da amostra de
sangue e laboratoriais mais importantes dos casos de Dengue, Febre
Hemorrégica do Dengue (DHF) e da Sindrome de Choque por Dengue

(DSS), com cada sorotipo.

= Comparar os resultados obtidos por seqlienciamento parcial dos genes C e

prM das amostras de dengue encontradas nesse estudo em comparacéo
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com as sequéncias depositadas no GenBank afim de inferir dados sobre os

genadtipos circulantes na popul acéo de estudo.
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2 REFERENCIAL TEORICO

O termo dengue, de origem espanhola, foi usado para descrever as dores
articulares de uma enfermidade que acometeu os ingleses durante a epidemia que
afetou as indias Ocidentais Espanholas de 1927-1928. Foi trazida para o
continente americano a partir do Velho Mundo, com a colonizagdo no final do
século XVIII. Entretanto, ndo € possivel afirmar, pelos registros histéricos, que as
epidemias foram causadas pelos virus dengue, visto que seus sintomas Sao
similares aos de vérias outras infeccdes, em especial, a febre amarela (HOLMES
et al., 1998). A etiologia do dengue jafoi creditada aos miasmas, as bactérias, aos
protozoérios e, finalmente, a um agente ultramicroscopico. Do mesmo modo, a
transmissdo ja foi considerada através de miasmas, da via respiratéria e por
ultimo, através de mosquitos.

O isolamento dos virus dengue ocorreu na década de 40 durante as
epidemias de Nagasaki (1943) e Osaka (1944), sendo a primeira cepa denominada
Mochizuki (KIMURA & HOTTA, 1944). Em 1945, a cepa Havai foi isolada e,
neste mesmo ano ao identificar outro virus em Nova Guiné, observou-se que essas
cepas tinham caracteristicas antigénicas diferentes e foram considerados sorotipos
do mesmo virus. As duas primeiras cepas foram denominadas sorotipo 1 e a da
Nova Guiné sorotipo 2. Em 1956, foram isolados os virus 3 e 4, definindo-se que
o complexo dengue é formado por quatro sorotipos: DEN-1, DEN-2, DEN-3 e
DEN-4 (MARTINEZ-TORRES, 1990).

A variacdo genética dentro de cada sorotipo foi primeiro demonstrada por
meio de técnicas soroldgicas, posteriormente por andlise do genoma viral foram
determinados cinco gendtipos ou subtipos para DEN-1, cinco para DEN-2, quatro

e dois para DEN-3 e DEN-4, respectivamente (RICO-HESSE, 1990; LANCIOTTI
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et al., 1994). A classificagdo dos gendtipos foi revista por Rico-Hesse (2003) por
analise e comparacéo da seqiiéncia nucleotidica completa do gene E de diversas
cepas. Como resultado foi sugerido a ocorréncia de quatro genétipos para DEN-2
e trés para DEN-4. Para DEN-1 e DEN-3 permaneceram cinco e quatro genotipos,

respectivamente (CUNHA & NOGUEIRA, 2005).

2.1 Etiologia

Os virus dengue pertencem a familia Flaviviridae e ao género Flavivirus,
gue relne aproximadamente 80 espécies divididas em oito grupos
sorologicamente relacionados (quatro transmitidos por mosquitos, dois por
carrapatos e dois sem vetores conhecidos) e um grupo que ndo se classifica dentro
destes sorogrupos (WESTAWAY et a.,1985; LINDENBACH & RICE, 2001).
Os quatro sorotipos do virus dengue séo filogeneticamente diferentes e estdo mais
relacionados com flavivirus transmitidos por mosquitos, estudos indicam que
estes virus surgiram aproximadamente ha 1000 anos a partir de um virus de
macaco e sua transmissdo ao homem ocorreu nos ultimos 320 anos. Alguns
estudos indicam sua origem no continente africano e outros na Asia (WEAVER et

a., 2004).

2.2 Espectro Clinico

A dengue apresenta duas formas clinicas principais. a febre cléassica do
dengue (DF) e a febre hemorrégica do dengue (DHF), com ou sem choque (PAN
AMERICAN HEALTH ORGANIZATION, 1994). A DF apresenta dor de cabega,
dor retroorbital, dores nos 0ssos ou articulagbes e nos musculos, erupgdo cutanea

e leucopenia como sintomas. A DHF é caracterizada por febre alta, fendmeno
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hemorragico geralmente com hepatomegalia e, nos casos graves, sinais de
insuficiéncia circulatéria. Tais pacientes podem desenvolver um choque
hipovolémico, resultante do extravasamento de plasma. Esse quadro é
denominado de sindrome de choque por dengue (DSS) e pode ser fatal
(ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2001). A World Hedlth
Organization (WHO,1997) definiu a DHF/DSS em quatro categorias, de acordo
com agravidade:

Grau | — Febre acompanhada de sintomas inespecificos, em que a
Unica manifestagcdo hemorragica € a prova do lago positiva;

Grau Il - Além das manifestagbes constantes do Grau |, soma-se
hemorragias espontaneas leves (sangramentos de pele, epistaxe, gengivorragia e
outros);

Grau Il — Colapso circulatorio com pulso fraco e rapido,
estreitamento da pressdo arterial ou hipotensdo, pele pegajosa e fria e inquietagéo;

Grau IV - Chogue profundo com auséncia da pressdo arterial e presséo
de pulso imperceptivel.

Todos os graus da doenca sdo considerados DHF enquanto somente 0s graus
1l e IV s80 considerados DSS. A apresentacdo de trombocitopenia com
hemoconcentracéo intercorrente diferencia os graus | e Il da DHF do dengue
classico com manifestagdes hemorragicas. Segundo a WHO (1997), para que o
diagnostico de DHF/DSS seja estabelecido € necessario que o paciente, além do
guadro clinico compativel, apresente plaquetometria igual a ou menor do que
100.000/mm? e hematdcrito aumentado em 20% ou mais em relacdo ao valor

inicial encontrado.
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2.3 Hipodteseintegral para o desenvolvimento de DHF.

A teoria da infeccdo sequencial sugere que individuos com anticorpos
heterdlogos antidengue, adquiridos ativa ou passivamente (através da placenta),
poderiam apresentar a doenca em sua forma clinica mais grave, inclusive com
choque. Segundo estes autores isto ocorreria mais fregientemente quando a
segunda infeccdo fosse causada pelo virus DEN-2, sobretudo quando o intervalo
entre as duas infecgdes fosse de no minimo trés meses e N0 Maximo cinco anos, e
ocorresse em criangas do sexo feminino com mais de trés anos de idade
(HALSTEAD et a. 1967, HALSTEAD 1970, KLIKS et al. 1988). Segundo esta
teoria a etiopatogenia do DH/DSS esta centrada na presenca de anticorpos
heterdlogos da classe 1gG, existentes em concentracOes subneutralizantes, e que
formam complexos imunes com os virus. Quando estes complexos imunes ligam-
se a fagbcitos mononucleares, através de receptores Fc, eles sdo rapidamente
internalizados, resultando em infeccdo celular, seguida de replicagéo viral, isto
significa que os anticorpos subneutralizantes impedem a reinfeccdo pelo mesmo
sorotipo que estimulou a sua producgdo e, paradoxa mente, facilitam ainfecgdo por
outros sorotipos (HALSTEAD, 1988).Entretanto, esta teoria ndo explica a
ocorréncia de dengue hemorrégico em casos de infecgdo primaria.

Publicou-se em 1987 uma hipétese integral para o desenvolvimento da

epidemia de DHF, levando em consideracdo a experiéncia cubana e internacional .
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A interseccdo dos trés grupos de fatores (fatores do hospedeiro, vird e
epidemiol 6gico) determina a ocorréncia de uma epidemia de DHF. Entre os fatores
individuais de risco estariam sexo, idade, enfermidades cronicas, preexisténcia de
anticorpos para dengue e a resposta individual do hospedeiro (BRAVO et a.,
1987, MARTINEZ et al., 1988; AYLLON et a., 1989). Ja os fatores
epidemioldgicos seriam ata densidade do vetor, populacdo suscetivel, infeccéo
sequiencial, intervalo entre as infecgbes, 0 virus infectante seguinte e circulagdo
dos virus em grande intensidade (GUZMAN et al., 1986; MORIER et a., 1987).
Por fim, os fatores relacionados com o préprio virus, ou segja, a viruléncia da cepa
infectante, 0 sorotipo e a variante ou gendtipo dentro de cada sorotipo (CUNHA,

1997; RICO-HESSE, 1997).

2.4 Transmissdo e vetor

O virus Dengue é transmitido ao homem por meio da picada de dipteros
hematdfagos, principalmente do mosquito A. aegypti, uma espécie tropical e
subtropical encontrada no mundo inteiro. Nas Américas, o A. aegypti € um dos
vetores mais eficientes para arbovirus, por ser atamente antropofilico
prosperando em proximidade com o homem e, geralmente, sobrevive em
ambientes fechados e imidos (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2001).
Uma vez contraido o virus, 0 mosquito permanece infectado durante toda a sua
vida, transmitindo 0 mesmo aos individuos susceptiveis durante a sondagem e a
alimentacdo. As fémeas infectadas também podem passar os virus a proxima
geracdo de mosquitos, por meio da transmissdo transovariana, mas apesar de
ocorrer com baixa fregiiéncia, é de grande importancia epidemiol gica sugerindo

gue o vetor deve ter um importante papel na permanéncia do virus no ambiente
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(ORGANIZAGCAO MUNDIAL DA SAUDE, 2001; CASTRO et al., 2004). Assim
0S mosquitos podem atuar como reservatérios destes virus (JOSHI et al., 2006).

O homem é o principa hospedeiro e multiplicador do virus, encontrado na
corrente sangliinea no momento em que o paciente encontra-se em estado febril.
Os mosquitos néo infectados podem contrair o virus durante o repasto sangiiineo
em um individuo que esteja em estado de viremia. O virus entdo é multiplicado
nas células do mosquito durante um periodo de 8 a 10 dias. Apds esse periodo, o
vetor estd apto a transmitir o virus ao homem, por sondagens ou alimentacéo
subseqiientes. No homem, o periodo de incubagdo do dengue variade 2 a 7 dias.
Experimentos laboratoriais demonstraram que o0 mosquito A. aegypti pode ser
infectado concomitantemente por diferentes arbovirus e que é também capaz de
transmiti-los simultaneamente (ARAUJO et a., 2006). De acordo com Wenming
et al. (2005) é possivel que mosquitos infectados com DEN-2 e DEN-3 podem
transmitir ambos em areas onde dois ou mais sorotipos circulam associado com a
ata prevaléncia do vetor.

As precarias condi¢cbes ambientais dos centros urbanos, a umidade e a
temperatura brasileiras, associadas a resisténcia dos ovos do A. aegypti por longos
periodos de dessecacdo, favorecem a proliferacdo desse mosquito e, contribuem
para que a dengue sgja considerada, atualmente, a arbovirose mais importante e
uma prioridade de salide publica nos paises tropicais e subtropicais. (GUZMAN et

a., 2006; ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2001).



29

2.5 Ciclos de Transmissao

Outros mosquitos estéo envolvidos no ciclo silvestre que transmitem os virus
entre primatas ndo humanos, os quais experimentam infeccéo assintomética. O
ciclo silvestre tem sido observado na Asia, associados ao género Ochlerotatus que
atuam como principal vetor, na Africa Aedes albopictus e véarios vetores silvestres
incluindo Aedes taylori-furcifer, Aedes luteocephalus e Aedes opok estéo
envolvidos na transmissdo (GLUBER, 1998; WANG et a., 2000). Nas Américas,
onde o dengue é transmitido principalmente por mosquitos peridomésticos da
especie Aedes aegypti predominantemente urbana, o virus nunca foi isolado a
partir de espécies silvestres, nem de primatas ndo-humanos (DEGALLIER et d,

2001).

2.6 Co-infeccdo e Recombinacéo

A co-infeccdo natural com os virus dengue pode ocorrer em éreas atamente
endémicas onde diferentes sorotipos tém sido transmitidos por muitos anos. Casos
de infeccdo simulténea por mais de uma espécie de arbovirus em mosquito ou
hospedeiro humano foram registradas (MEYERS & CAREY, 1967; GUBLER et
al, 1985). No Brasil, em 2001 um caso de co-infec¢cdo pelos sorotipos DEN-1 e
DEN-2 foi detectado através de testes de imunofluorescéncia e RT-PCR em um
paciente com diagndstico de dengue classico (SANTOS et al., 2003).

Em 2005, um caso de co-infec¢éo devido a DEN-2 e DEN-3 foi confirmado
durante um surto de dengue no Estado do Ceara em um paciente com febre do
dengue (ARAUJO et al., 2006). Infeccdo simultanea por diferentes cepas dos virus
dengue em humanos ou mosquitos reforca o potencial para recombinagéo

(SANTOS et al., 2003). Apesar da recombinagéo ser raramente registrada em
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virus RNA de fita positiva (LAI, 1992), com aguns exemplos ocorrendo nos
picornavirus, coronavirus, e nos aphavirus, estes Ultimos sdo também
transmitidos por mosquitos (HAHN et al., 1998), a variagdo nos virus dengue e a
grande mistura de populagdes de hospedeiros e vetores tem sugerido gque a troca

genética entre as cepas aumentam a possibilidade de recombinacdo (KUNO,

1997).
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2.7 DIAGNOSTICO LABORATORIAL

| solamento do Virus

Os dois métodos basicos para o estabelecimento de um diagnostico
laboratorial da dengue sdo: a deteccdo dos virus (por exemplo, cultura), ou a
deteccdo de anticorpos IgM antidengue (sorologia). As amostras de sangue para o
isolamento viral devem ser coletadas com intervalo igual ou inferior a cinco dias
a partir do inicio dos sintomas, os soros sdo obtidos por centrifugacéo e
armazenados a-70°C.

A inoculagdo das amostras clinicas nos mosquitos adultos ou em larvas é a
técnica de cultura mais sensivel do virus da dengue. Nos laboratorios em que
mosquitos colonizados ndo estdo disponiveis, as amostras podem ser inoculadas
em gualquer umadas varias linhagens celulares disponiveis nos mosqguitos, a linha
celular C6/36 (clone de Aedes albopictus) apresenta alta sensibilidade aos virus

dengue e a outros arbovirus.

Diagnastico sor olégico

Para o diagndstico soroldgico devem ser coletadas amostras de pacientes a
partir do sexto dia de doenca, apds a centrifugacdo 0s soros sdo armazenados a -
20°C. O MAC-ELISA é um ensaio de captura de anticorpos IgM do soro suspeito
por sensibilizacdo da placa com uma anti IgM humana, e apés as diversas etapas
do ensaio (bloqueio, diluicdo, lavagem, incubagdo overnight com o pool de
antigeno (DEN-1, DEN-2 e DEN-3) a presenca de anticorpos IgM especificos
para dengue no soro do paciente € demonstrada pela mudanca de cor do substrato

ao sofrer acdo enzimatica do conjugado, a intensidade de cor esta diretamente
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proporciona a quantidade de anticorpos da classe IgM especificos contidos no
soro (KUNO et al., 1987).

A Inibicdo da Hemaglutinacdo (IH) é um teste simples, sensivel e
reproduzivel e tem a vantagem de usar reagentes que podem ser preparados no
local. Os anticorpos IH aparecem na primeira semana apés o inicio da doenca, na
hemaglutinagdo os virus da dengue aglutinam aglomerados de eritrocitos de
algumas outras espécies tdo bem como o dos globulos vermelhos do sangue
humano do tipo O tripinizado. O teste IH é baseado na capacidade de os

anticorpos contra o virus da dengue inibirem esta aglutinacéo (SHOPE, 1963).

Reacdo em cadeia da Polimer ase (PCR) conjugada a transcricéo rever sa
(RT-PCRY):

A multiplicacdo/ replicacdo PCR podera ser usada para amplificar o RNA se
atranscricdo reversado RNA parao cDNA alvo for usada como etapainicial. Sea
base de oligonucleotideos especifico da dengue for empregada, as andlises de
transcricdo reversa e multiplicacdo/ replicacd PCR podem detectar uma peguena
guantidade de moléculas de RNA da dengue entre milhes de outras moléculas de
RNA. Diferentemente de amplificacdo biol6gicas mais limitadas por meio da
cultura, uma multiplicacdo/ replicacdo enzimética de milhdes de camadas pode ser
realizada em questdo de horas. Além disso, ja que o &cido nucléico pode ser
separado das proteinas na etapa de preparo da amostra, 0 RNA da dengue pode ser
purificado a partir de complexos imunes. Portanto, a transcricdo reversa e a
multiplicagdo / replicacdo PCR apresentam pela primeira vez uma técnica que
apresenta 0 potencial de detectar o virus da dengue durante a convalescenca,

guando os anticorpos circulantes iriam limitar sua deteccdo (OMS, 2001).
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O RT-PCR é indicado como um excelente método de diagnostico, devido a
sensibilidade, especificidade e a rgpida deteccdo de quantidades minimas de
material genético em amostras de pacientes (Ministério da Salde 2005). Todavia,
este método deve ainda ser considerado uma abordagem experimental; a sua
aplicacdo em larga escala espera por mais experimentos, por um consenso sobre o
preparo adequado das amostras e pela determinacdo das sequéncias das bases de
oligonucleotideos capazes de detectar todos 0s ou a maioria dos genétipos da

dengue em circulagéo (OMS, 2001).

2.8 EPIDEMIOLOGIA

Dengue no Mundo

O dengue tem sido encontrado em grandes centros urbanos de vérias regides
do mundo, inclusive no Brasil, na forma de epidemias de grande magnitude e na
forma hiperendémica, em locais onde um ou mais sorotipos ja circularam
(CENTRO NACIONAL DE EPIDEMIOLOGIA, 1999). Registros da literatura
apontam que essa doenca é muito antiga. Dados clinicos e epidemiol 4gicos,
compativeis com o dengue podem ser encontrados em enciclopédia chinesa datada
de 610 DC. Também, foram descritos surtos de uma doenca febril aguda no oeste
da india Francesa, em 1635, e no Panamé, em 1699, n&o existindo consenso de ser
febre do dengue ou Chikungunya (GUBLER, 1997). Melhores registros em
relacdo ao periodo anterior a identificacdo dos sorotipos sdo as llhas de Java
(Jacarta) e as do Egito, ambas em 1779, além da Filadélfia (USA) no ano seguinte

(MARTINEZ — TORRES, 1990).
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No transcorrer dos trés ultimos séculos, tem-se registrado a ocorréncia do
dengue em vérias partes do mundo, com pandemias e epidemias isoladas,
atingindo as Américas, a Africa, a Asia, a Europa e a Austrdlia. De acordo com
Howe (1977), ocorreram no mundo oito pandemias, com duragéo de trés a sete
anos, no periodo entre 1779 e 1916.

O sorotipo DEN-1 predominou nas Filipinas na década de 20, durante uma
intensa circulag3o nas regides do Pacifico Sul e na Asia, iniciada nos anos 30 e
gue perdurou por todo o periodo da |l GuerraMundial. Existem evidéncias de que
no século XIX e primeiras décadas do século XX, quando os meios de transportes
ndo eram tdo rdpidos, um Unico sorotipo persistia em determinadas regides,
causando surtos epidémicos periddicos (GUBLER, 1997).

Apos a Il Guerra, que favoreceu a circulagdo de vérios sorotipos em uma
mesma &rea geogréafica, ocorreram surtos de uma febre hemorrégica severa que
posteriormente, seria identificada como dengue. Os primeiros surtos foram
descritos nas Filipinas, em 1953 e, em Bancoc (Talandia), em 1958
(MARTINEZ-TORRES, 1990). De acordo com Gubler (1997), esta forma clinica
jaocorria antes do seculo XX, pois desde 1780, ha relatos esporadicos de doenca
hemorrégica associada a severas epidemias de dengue. Entre 1927 e 1928 na
Grécia, identificou-se uma grave epidemia de dengue hemorragica com a
circulagdo dos sorotipos DEN-1 e DEN-2 (HALSTEAD, 1980).

Progressivamente, outros paises do Sudeste Asiético também apresentaram
surtos de dengue hemorrégica: Vietna do Sul (1960), Singapura (1962), Malasia
(1963), Indonésia (1969) e Birmania (1970). Nos anos 80, a doenca expandiu-se
para india, Sri Lanka, Maldivas e leste da China. Atualmente, sob a forma de

epidemia ou endemia, milhares de casos e de Gbitos vém ocorrendo a cada ano,
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predominantemente em criancas, e a circulacéo dos virus DEN-1 e DEN-2 persiste
até o presente (GUBLER, 1997).

O virus DEN-3 tem sido associado com o dengue hemorrégico na india, Sri
Lanka e América Central, durante um surto em Saint Martin (French West Indies)
em 2003-2004, a andlise do genoma indicou uma origem comum para o DEN-3
circulando no Caribe e América Latina; o ancestral deles provavelmente originado
do Sri Lanka. Os virus pertencentes ao subtipo Il incluiram virus do Sri
Lanka/india’/Africa e Samoa, foram primeiro registrados na Nicardgua e Panama
em 1994, na Guatemala de 1996 a 1998; em Porto Rico, Barbados, e Jamaica em
1998; e na Martinica em 1999 (LANCIOTTI et a., 1994; DIVISION OF
VECTOR-BORNE INFECTIOUS DISEASES, 1995).

O ndmero de casos de DHF e DSS tem aumentado nas Ultimas duas décadas
na india e DEN-2 tem sido considerado o agente causador destes surtos.Contudo
em epidemia de regifes da india incluindo a capital Delhi e Gwalior em Madhya
Pradesh em 2003 e novos casos de dengue registrados durante 2004 em Delhi o
virus DEN-3 foi implicado como o sorotipo responsavel. O estudo de seqiiéncia
nucleotidica dos isolados revelou a presenca do subtipo 111 de DEN-3, indicando
este como o causador da epidemia de 2003 e 2004, o ressurgimento dominante do
sorotipo DEN-3 (subtipo 111) em substituicdo ao de DEN-2 pode ser atribuido
como o fator de incidéncia de DHF e DSS na india (DASH et al., 2006). A
emergéncia de um novo genétipo apds um intervalo permite um maior surto, e
representa um grande problema de salide publica que deve ser considerado,os
estudos moleculares epidemiol 6gicos demonstram que h&a uma associacdo direta
entre a introducdo de um genGtipo e a severidade da doenca, podem portanto

indicar as cepas com patogenicidade aumentada (RICO-HESSE et a, 1997).
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A andlise de sequiéncias revelou que o subtipo |11 de DEN-3 esta circulando
em todo mundo, enguanto outros subtipos estdo localizados em particular em
pequenas areas geograficas. Isto indica o alto potencial do subtipo Il para se
expandir, adaptar e dominar diversas areas geogréaficas do mundo. Este gendtipo
também tem sido implicado em epidemias de DF/ DHF de vérias partes da Asia,
Africa e Américas, e tem um potencial para causar uma pandemia trans-nacional
(MONATH, 1994).

A rgpida expansdo de DEN-3 pertencentes ao subtipo I, o qual tem
substituido DEN-1 e 2, indica que este virus tem se adaptado as condi¢es do
Caribe e América Latina, as cepas foram isoladas durante epidemias de DF e
DHF, e elevado nimero de casos de DHF devido ainfeccbes de DEN-3 podem ser
esperadas em paises onde a possibilidade de um elevado nimero de infecgbes

secundérias existe (GUZMAN et al., 1996).

Dengue nas Américas

Nas Américas o virus dengue circula desde o século XIX até as primeiras
décadas do século XX, seguido por um periodo de siléncio epidemioldgico, e a
reintroducéo dos sorotipos 2 e 3 nos anos 70. Os primeiros casos relacionados ao
dengue 3 foram identificados na Jamaica, Martinica, Curacau, Antigua, Saint
Kitts, Sanguilla, Porto Rico, Venezuela e Coldmbia além de casos importados nos
Estados Unidos (DONALISIO,1995). Entre 1968 e 1970, epidemias com 0s virus
2 e 3foram registradas no Caribe, na Guiana Francesa e naVenezuela. Na década
de 70 ocorreram epidemias na Colémbia, em Porto Rico e em Saint Thomas, com
isolamento dos mesmos virus. No inicio da década de 80, foi isolado 0 DEN-4,

destacando-se este periodo pela intensa circulagdo dos virus no continente
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americano e 0s paises que mais notificaram casos foram: Brasil, Colémbia,
Guatemala, Honduras, México, Nicardgua, Paraguai, Porto Rico e Venezuela
(PINHEIRO, 1996).

A epidemia mais importante na histéria do dengue ocorreu em Cuba em
1981, onde se detectou a dengue hemorrégica e a sindrome de chogue do dengue,
quando 344.203 casos foram notificados, resultando em 158 6bitos. O dengue 2
foi associado a esta epidemia, que foi precedida por outra em 1977, causada pelo
dengue 1 (KOURI, 1986).

Nos anos 90, epidemias de dengue cléssico foram freqlentemente
observadas em varios centros urbanos, muitas delas associadas a ocorréncia de
casos de dengue hemorragica (PAN AMERICAN HEALTH ORGANIZATION,
1999).

A maior incidéncia na regido foi observada em 2002, com mais de um
milhdo de casos, entre eles 14.000 de DHF. Segundo dados da OPAS, em
novembro de 2005, 27 paises haviam notificado casos de DF e DHF e em 14 deles
circulavam dois ou trés sorotipos simultaneamente. Na atualidade, sabe-se que ha
presenca de um ou mais sorotipos do virus dengue circulando na maioria dos
paises do continente americano, com ocorréncia sistemética de casos de dengue

classico e hemorragico (PAN AMERICAN HEALTH ORGANIZATION, 2005).

Dengue no Brasil

No Brasil, dados da literatura relatam evidéncias de epidemias de dengue
desde 1946, em S&0 Paulo e Rio de Janeiro (MEIRA, 1946). No entanto, as
primeiras referéncias na literatura médica datam de 1916, em Séo Paulo e 1923,

em Niterdi (PEDRO, 1923). Os primeiros registros documentados clinica e
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|aboratorialmente ocorreram em 1981 e 1982, em Boa Vista (RR) causado pelos
sorotipos 1 e 4 (OSANAI, 1984) e, em 1986, foram registradas epidemias nos
Estados do Rio de Janeiro, S& Paulo, Minas Gerais, Alagoas e Ceara
(VASCONCELOS et al., 1998). Em 1990, ocorreu um recrudescimento em
grandes proporgdes, em consequiéncia do aumento da circulacéo do DEN-1 e a
introducdo do DEN-2 no Rio de Janeiro, surgindo neste periodo os primeiros
casos de dengue hemorrégica. A partir de 1995, vérios estados registraram casos
de febre hemorrégica, sendo a letalidade média para o pais no periodo de 1990-
1998 de aproximadamente 5% (FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 1999).

A circulacéo viral desses sorotipos nos anos subsequientes gerou epidemias
gue foram se expandindo para todas as regides, com excegdo de Santa Catarina e
Rio Grande do Sul, onde se registraram apenas casos importados. Na regido
Norte, adém do Estado de Roraima, registraram-se surtos nos Estados do Acre,
Amapd, Parg, Rondonia, Tocantins e Amazonas (MINISTERIO DA SAUDE,
2000).

Em 2001 foi detectado pela primeira vez no Brasil, no municipio de Nova
Iguacu, Estado do Rio de Janeiro o sorotipo DEN-3. Em Nova Iguacu havia sido
detectada epidemia subsequiente de DF, quando DEN-1 e DEN-2 foram isolados
durante o veréo de 2000-2001 (NOGUEIRA et a., 2001). A epidemia de DEN-3,
ao contrério dos outros sorotipos, expandiu-se rapidamente. Apods dois anos de seu
isolamento o DEN-3 foi detectado em 22 estados brasileiros e em mais de 2.900
municipios. Todas as 22 cepas brasileiras analisadas em 2001 foram classificadas
como gendtipo 111, que representa cepas do Sri Lanka (1981-1985) e recentes
isolados da América Central, Nicaragua (1995-1998), Guatemala (1997) e El

Salvador (1998), este gendtipo tem sido associado com epidemias de DHF no Sri
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Lanka e india e com DHF e obitos no México e Améica Central
(MIAGOSTOVICH et a, 2002).

Com a introducdo do DEN-3 foram observadas mudancas na expresséo
clinica da doenca e 0 aumento da incidéncia de dengue hemorragica. A auséncia
de um diagnostico inicial e tratamento adequado favoreceram a alta razéo de casos
fatais, maior do que 5,5%, enquanto em alguns paises do continente asiatico tais
como Tailandia, a raz8o de casos fatais € menor do que 1% (TEIXEIRA et al.,
2005).

Atualmente, ha circulagdo autoctone dos sorotipos 1, 2 e 3 em praticamente
todo o Brasil. Em 2004 um total de 105.894 casos de dengue foram notificados,
com a confirmagado de 60 casos de febre hemorrégica e dois 6bitos registrados nos
Estados de Minas Gerais e Alagoas. A taxa de letalidade por febre hemorrégica
foi de 3,3% (SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE, 2005). Em 2005
foram registrados 248.189 casos de dengue e em 2006 um total de 280.511 casos
de dengue foram notificados, com a confirmagdo de 530 casos de DHF e 61 6bitos
distribuidos nas regides Nordeste, Sudeste e Centro-Oeste (SECRETARIA DE
VIGILANCIA EM SAUDE, 2006). No periodo de janeiro a novembro de 2007
foram registrados 536.519 casos suspeitos de dengue, 1.275 casos confirmados de
Febre Hemorrdgica da Dengue (DHF) e a ocorréncia de 136 Obitos
(SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE, 2007). Neste mesmo periodo a
Secretaria de Vigilancia em Saude registrou um total de 12.608 inoculagdes para
isolamento viral. Em quatro Estados detectou-se a circulagdo simulténea dos
sorotipos DEN-1, DEN-2 e DEN-3; em seis estados a circulagdo simultanea dos

sorotipos DEN-2 e DEN-3; em oito estados a circulagdo exclusiva do sorotipo
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DEN3 e em um estado a circulagdo do sorotipo DEN-2, estes dados podem néo
refletir as possivels variagdes da circulagdo viral em cada um dos municipios.

No Brasil, os registros de dengue estéo subestimados por se tratar de uma
doenca cujos sintomas sdo facilmente confundidos com os de outras doencas
febris exanteméticas. Por esse motivo, grande parte dos pacientes ndo procura
assisténcia médica, levando a um subregistro da doenca. Esta situacdo somada a
crescente dispersdo do A. aegypti em todo territério nacional e a circulagéo
simulténea dos sorotipos 1, 2 e 3 levam a condi¢cbes imunolégicas e
epidemioldgicas necessarias para 0 desenvolvimento das formas graves da
doenca, sob o risco de novas infecgbes pelo sorotipo 4, que ja circula na
Venezuela, México, Porto Rico e Colémbia (SECRETARIA DE VIGILANCIA

EM SAUDE, 2005).

Dengue em Manaus

No inicio de 1998, o Laboratério de Arbovirologia da Fundacéo de Medicina
Tropical do Amazonas (FMTAM), em Manaus, iniciou um programa de vigilancia
e diagndstico para doengas virais transmitidas por artrépodes (arboviroses), a fim
de determinar 0s seus agentes etioldgicos, sendo diagnosticada precocemente a
primeira epidemia de dengue na cidade de Manaus. O diagnostico foi realizado
por estudos sorologicos utilizando o teste MAC-ELISA para deteccdo de
anticorpos IgM. Foram analisadas 8.557 amostras de soros de pacientes com
suspeita clinica de dengue, sendo que 40% dos soros foram ELISA positivos para
0 virus dengue, o sorotipo DEN-1 foi considerado o responsavel por esta epidemia
(FIGUEIREDO et d., 2004). O Municipio de Manaus foi o mais atingido, no

entanto, outros municipios, tais como Autazes, Careiro, Coari, Iranduba,
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Manacapuru e Tefé apresentaram casos positivos, por sorologia. Em 2001, casos
de febre hemorrégica do dengue foram registrados no Estado do Amazonas, com o
isolamento viral, pela primeira vez, do DEN-2 (FIGUEIREDO et al., 2002), a co-
circulagdo de dois sorotipos mostrou que sucessivas infecgbes sdo responsavels
pelo aparecimento das formas clinicas mais severas da doenca (BASTOS, 2004).
Casos de dengue cléssico e hemorrégico foram notificados a cada ano (Figura 1;
Figura 2). Em 2002 foi isolado pela primeira vez o sorotipo DEN-3 de um
paciente procedente da Bahia, a partir dai outros casos de DEN-3 foram
diagnosticados por isolamento viral (FIGUEIREDO et a., 2003).

A localizag@o geogréfica da regido amazonica, juntamente com a dinémica
da epidemia de dengue, fazem com que a expectativa de que casos mais severos
possam ocorrer. 1sso se deve a circulagdo dos virus DEN-1, DEN-2 e DEN-3 na
capital amazonense, rdpida expansdo e disseminacdo do vetor associado aos

modernos meios de transporte.
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Figura 1. Casos de dengue classico natificado no Amazonas no periodo de janeiro de 1998 a

novembro de 2007.

Fonte: SVS
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Figura 2. Casos de dengue hemorrégico notificado no Amazonas.

Fonte: SVS

2.9 ESTUDOS MOLECULARESDOS VIRUS DENGUE
ESTRUTURA GENETICA

Os membros da familia Flaviviridae sdo virus RNA, que apresentam
algumas caracteristicas fisico - quimicas semelhantes as do Alphavirus.
Entretanto, o didmetro dos virions é menor, oscilando de 20 a 50 nm,
apresentando patogenicidade para camundongos e capacidade de aglutinar
hemécias de ganso e de pinto. Alguns membros sdo capazes de formar placas em
culturas de ovos embrionados de patos e de galinhas, sem produzir, no entanto,

efeito citopético quando essas culturas sdo mantidas em meio liquido. Varios
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membros do grupo determinam o aparecimento de efeito citopético e de placas nas
linhagens celulares Vero, BHK 21 entre outras (PINHEIRO et al., 1983).

O genoma dos flavivirus tem cerca de 11 kb (kilobases) contem uma
Unica fase aberta de leitura (ORF) que codifica uma poliproteina. A sequéncia
completa foi identificada para cada um dos protétipos do dengue. O genoma é
composto de trés genes que codificam para proteinas estruturais e sete genes para
proteinas ndo estruturais (Figura 3). As proteinas estruturais sdo a proteina C que
forma o nucleocapsideo, a glicoproteina prM precursora da proteina M que junto
com a proteina E formam o envelope do virus, e induz a formagéo de anticorpos
neutralizantes. O genoma ainda codifica as proteinas ndo estruturais NS1, NS2A,
NS2B, NS3, NM4A, NS4B, NSb. A proteina E esta envolvida na interagdo com os
receptores celulares e na fusdo do envelope com a membrana celular
(CHAMBERS et al., 1990; ORGANIZAGCAO MUNDIAL DA SAUDE, 2001;
SANTOS et al., 2002).

Em outros flavivirus, incluindo febre amarela e encefalite japonesa, os
principais marcadores moleculares para a patogenicidade foram localizados no
gene E. Em relacdo ao dengue, estudos realizados descrevem diferentes regides
génicas com alta freqiiéncia de mutagdes, possivelmente associados a viruléncia.
Muitos destes estudos sugerem que o0s genes para as proteinas prM, E, NS1, e NS3
sgjam importantes para a infecciosidade viral, sendo portanto alvos para a
variabilidade genética (LEITMEYER et al, 1999).

Os virus da dengue apresentam muitas caracteristicas em comum com
outros flavivirus. O genoma é constituido por uma fita tnica de RNA, envolto por
um nucleocapsideo icosaédrico e recoberto por um envelope lipidico, onde estéo

inseridas pequenas proteinas de membrana e espiculas de natureza glicoprotéica.
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A particula vira completa apresenta uma densidade de 1,19 a 1,23 g/ml, sendo
inativada por solventes lipidicos, como éter, cloroférmio e desoxicolato, uréia,
betapropiolactona, adeidos, lipases e proteases. A radiacdo ultravioleta e o
aquecimento a 56 °C, durante 30 minutos também inativam o virus (SANTOS, N.
et al., 2002).

Estudos sobre a estrutura genética dos virus dengue e seu processo
evolucion&rio tém revelado que cada sorotipo apresenta grupos de virus
denominados como gendtipos ou subtipos (HOLMES & TWIDDY, 2003). Cepas
de humanos e de primatas ndo humanos fregientemente sdo classificadas em
gendtipos diferentes, indicando que o ciclo humano e silvestre ocorrem
independentemente. Alguns gendétipos sdo cosmopolitas enquanto outros estéo
restritos a determinadas areas geogréficas, a diversidade viral € maior no Sudeste
Asiatico sugerindo esta regido como a fonte das epidemias de dengue (ZHANG et

al., 2005).



5

+ strand RMA

Ry

AAAAR

Paolypratein

Cleavage by host signal
protlease

Figura 3. Genoma do virus dengue
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BIOSSINTESE VIRAL

Ainda ndo se conhece a estrutura presente na superficie celular que serve
como receptor para o virus dengue. Segundo alguns estudos o virus dengue pode
entrar em células humanas alvo (mondcitos, macrofagos, linfécitos B, medula
Ossea) através de muitos receptores, entre eles alguns especificos para este virus.
Acredita-se que existam receptores celulares de primeira, segunda e terceira
ordem, muitos deles ndo estéo definidos completamente, que devem ligar-se aos
receptores virais localizados em determinados dominios da proteina E
relacionados com a penetracdo do virus na célula e sua fusdo com a membrana
celular (HALSTEAD et a, 2005).

ApoGs a liberacdo do RNA gendmico no citoplasma celular, este é traduzido
em uma poliproteina que, posteriormente, é clivada gerando proteinas ndo
estruturais e proteinas que fardo parte da particula viral. A replicacdo do RNA
gendmico ocorre também no citoplasma e inicia-se com a sintese de uma fita de
RNA complementar, com polaridade negativa, que serve como molde para a
producdo de novas fitas de RNA com polaridade positiva. A montagem da
particula viral ocorre nas proximidades do reticulo endoplasmético, onde adquire
o envelope. O transporte para a membrana plasmética é realizado por meio de
vesiculas que se fundem com a membrana celular, liberando particulas por
exocitose. O brotamento através da membrana citoplasmética € observado
ocasionalmente, indicando ndo ser esse o principa mecanismo de liberacdo da

particulavira dacélulahospedeira (SANTOS, N. et a., 2002).
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DIVERSIDADE GENETICA DO ViRUS DENGUE

Véarios sdo os fatores que limitam a prevencéo e o controle das epidemias do
dengue. Estes incluem a falta de uma vacina tetravalente para aplicagdo em larga
escala, bem como dificuldades de controle do mosquito vetor. Neste contexto, os
estudos de variabilidade genética e de epidemiologia molecular tém se tornado
ferramentas indispensaveis para identificar variantes genéticas mais virulentas, as
guais potencialmente podem causar formas mais severas da doenca (NOGUEIRA
et al., 2000).

A epidemiologia molecular do virus dengue também tem sido usada para
determinar a origem dos virus que tem causado surtos e epidemias, especialmente
na tentativa para estabelecer uma correlagdo entre o grau de viruléncia das
amostras e 0 impacto destas viroses na populagdo. A variagdo intratipica nos virus
dengue foi primeiramente demonstrada, por meio de técnicas sorolégicas, que
demonstraram diferencas antigénicas e biolégicas entre amostras do mesmo
sorotipo (MCCLOUD et a., 1971, RUSSEL & MCCOWN, 1972). Outras
metodol ogias confirmaram a existéncia de variabilidade antigénica e variabilidade
genética entre os virus dengue. Analises de seqlienciamento dos genomas virais
permitiram maior discriminacdo dentro e entre os sorotipos, e tem definido novas
variantes genotipicas (Quadro 1). O seqiienciamento de 240 pb que compreende
uma regido de juncdo entre os genes E e NSI, caracterizou cinco grupos
gendmicos para DEN-1 e cinco grupos para DEN-2 (RICO-HESSE,1990).
Posteriormente, o seqiienciamento completo do gene que codifica a proteina E foi
realizado no sorotipo DEN-2 (LEWIS et al., 1993), estabelecendo cinco subtipos,

gue correspondem aquel es sugeridos por Rico-Hesse (1990).
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O sequenciamento parcia de diferentes amostras dos sorotipos DEN-3 e
DEN-4 demonstraram a existéncia de quatro e dois subtipos genéticos,
respectivamente (LANCIOTTI et al., 1994). A sequéncia completa do gene E de
diversas cepas permitiu duas alteracBes na classificagdo dos genétipos. Como
resultado deste estudo foi sugerido quatro gendtipos para DEN-2 e trés para DEN-
4 (Quadro 2) (RICO- HESSE, 2003).

A andlise dos sorotipos DEN-1 e DEN-2, isolados no Estado do Rio de
Janeiro, demonstraram que estes virus pertencem aos gendtipos | e I,
respectivamente (VORNDAM et al.,, 1994). Em estudos posteriores, foi
segiienciado o gene que codifica a proteina E (regido entre a posicdo 1685 e 2504)
de amostras de DEN-2 isoladas no Rio de Janeiro, Cear, Bahia e Alagoas, para
investigar os gendtipos circulantes no Brasil entre 1990 e 1995. Essas andlises
confirmaram a origem do DEN-2 circulante no Brasil identificando a presenca do
gendtipo 111, demonstrando a dispersdo deste virus do Rio de Janeiro para outros
Estados. Algumas amostras isoladas no Rio de Janeiro, em 1995, apresentaram um
nimero elevado de mutagdes, refletindo a evolugdo do virus DEN-2, desde sua
introducdo neste Estado (MIAGOSTOVICH et al., 1998).

O gendtipo |11 de origem Asiéticafoi isolado nas Américas durante um surto
no Caribe, em 1981. Esse fato confirma que as amostras de DEN-1 e DEN-2
circulantes no Brasil sdo originarias do Caribe, chegando ao pais através de
pessoas ou Vvetores infectados (RICO-HESSE,1990). Esse gendtipo representa
elevado potencia para desenvolver dengue hemorrégico, especialmente em éreas
onde o DEN-1 e DEN-4 circularam anteriormente (VORNDAM et al., 1994). A
introducdo desses genotipos nas Ameéricas resultou em um significante aumento

da dengue hemorragica e da sindrome de choque por dengue (Venezuela, 1989;
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Brasil, 1990-91). Até 1980, os casos de DHF/DSS nas Américas eram esporadicos
e associados com o gendtipo de Porto Rico (GUBLER, 1992).

Outro estudo de seqlienciamento realizado por Rico-Hesse et al. (1997)
indicou a existéncia desse gendtipo (Jamaica) do virus DEN-2 nas Américas, e
relaciona o elevado grau de viruléncia quando envolvido na infeccdo secundaria.
Na Venezuela, a circulago destas variantes em 1994, 1995 e 1996 resultou em

um grande nimero de casos de DHF/DSS, sendo alguns destes fatais.
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Virus

Gendtipo

Distribuicao Geogréafica

DEN-1

Américas, Africa, Sudeste daAsia

Sri Lanka

Japdo

Sudeste Asidtico, Pacifico Sul, Austrélia, México

Taiwan, Tailandia

DEN-2

Caribe, Pacifico Sul

Taiwan, Filipinas, Nova Guiné

Vietnd, Jamaica e Tailandia

Indonésia, Seichelles, Burkina Faso, Sri Lanka

AfricaRura

DEN-3

Filipinas, Indonésia, Malésia, Pacifico Sul
Tailandia
Sri Lanka, india, Africa

Pacifico Sul, Américas

DEN-4

Tailandia, Filipinas, Sri Lanka

Indonésia, Pacifico Sul, Américas

Quadro 1-Variantes genotipicas de virus dengue determinadas através de seqiienciamento parcial

do genomavira (MONATH & HEINZ, 1996 apud DOS SANTOS, 2000).
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Virus Gendtipo Distribuicdo Geogréfica
DEN-1 LILHLIV,V Malésia, Américas, Africa, Sul do Pacifico, Asiae Tailandia.
DEN-2 LILHEIV AfricaOcidental, Américas, Sudeste Asitico e Malasial

subcontinente indiano.

DEN-3
(N IITNLY Américas, subcontinente indiano, Tailandia e Sudeste Asiético/ Sul

do Pacifico

DEN-4 I, 10 11 Malésia, Sudeste Asiético e Indonésia

Quadro 2-Variantes genotipicas de virus dengue determinadas através da seqiiéncia completa do

gene E (RICO-HESSE, 2003 apud NOGUEIRA & CUNHA, 2005).

A andlise filogenética das cepas de DEN-2 inicialmente identificou cinco
gendtipos, incluindo dois de origem do Sudeste Asiaico (Asiaico (1) e
Americano — Asidtico (111) ) (RICO-HESSE, 1990; LEWIS et al.,1993). Outros
estudos incorporando outras cepas resultaram na fusdo destes dois subgrupos
dentro do gendtipo Il Asiéico/Americano - Asidico (RICO-HESSE et al.,
1998). Andlises detalhadas de 240 pb (regido de fusdo génica E/NS1) mostraram
gue a variante Ill DEN-2 Asidico/Americano - Asiatico foi introduzida nas
Américas e foi distribuida por duas décadas, substituindo o genétipo | nativo
Americano (RICO-HESSE et al., 1997). O gendtipo |1l Asiatico/Americano tem
sido associado com casos de DHF, enquanto o gendtipo | Americano foi associado
somente com dengue classico. Recentemente, Leitmeyer et al. (1999)
seguenciaram o genoma completo do DEN-2 isolado diretamente de um soro
virémico e identificou diferencas de nucleotideo que consistentemente diferenciou
os virus DEN-2/1I1 Asidico/ Americano — Asidico do gendtipo nativo |

Americano DEN-2.
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A andlise completa de uma sequiéncia do genoma de uma cepa Brasileira
(BR64022/98) permitiu a determinagdo das seqiéncias de nucleotideos e de
aminoéacidos, constituindo a primeira caracterizacdo genética completa de uma
cepa de DEN-2 do Brasil. Todas as mudancgas nos aminoacidos relacionadas ao
gendtipo 111 Asidtico/Americano - Asidtico foram observadas em BR64022/98,
indicando a origem asiética da cepa (SANTOS et a., 2002).

A comparagdo de grupos genéticos virais com associagfes clinicas e
epidemiolégicas permite identificar diferencas estruturais que podem
corresponder ao potencial patogénico. Diferencas de aminoacidos entre os
gendtipos do Sudeste Asiatico e Americano na posicdo 390 da proteina E é de
maior importancia. A glicoproteina E que esta na superficie do virus representa o
antigeno dominante, influenciando na resposta imune do hospedeiro, mutagdes
nos seus sitios afetam a fusdo dos virus a membrana celular e a neurovirulencia
(SANCHEZ & RUIZ, 1996). Sanchez & Ruiz (1996) registraram que clones de
DEN-2 (cepa mexicana) com uma unica mudanca de aminoécidos na posicao E-
390 de Asp para His foram virulentas quando inoculadas intracerebralmente em
camundongos |l actantes.

O virus DEN-3 circulando atualmente no continente americano pertence ao
gendtipo |11 também isolado na india e Sri Lanka, e que tem causado epidemias
com casos graves em varios paises da América Central. Recentemente este mesmo
gendtipo foi responsavel pela mais grave epidemia de dengue ocorrida no Estado
do Rio Janeiro no ano de 2002 (NOGUEIRA et a., 2002).

A caracterizacdo genética de amostras isoladas durante esta epidemia
demonstrou a similaridade existente entre as cepas brasileiras e outras

representadas pelo mesmo gendtipo com uma variagdo de 96 a 98% e de 98 a 99%
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para sequéncia de acido nucléico e de aminoacidos, respectivamente. Quando
comparado com cepas da Guatemala observou-se um total de 14 mudangas no
&cido nucléico, resultando em mudancas no amino&cido de histidina para arginina.
A dta similaridade entre as cepas do gendtipo |11 de DEN-3 e particularmente
cepas americanas indicam a provavel origem dos virus circulantes neste Estado
(MIAGOSTOVICH et al, 2002).

Dos gendtipos descritos para DEN-4, apenas um circula nas Américas e esta
representado por amostras isoladas em paises da América Centra, Taiti e
Indonésia (RICO — HESSE, 2003). Esta cepa identificada como genétipo 11
também de origem asidica (LANCIOTTI, 1997), rapidamente foi distribuida por
toda a regido causando dengue classico, porém somente casos esporadicos de
DHF/DSS (GUBLER, 1998). No Brasil apenas o sorotipo DEN-4 foi identificado
através do isolamento viral.

Recentemente a presenca de vérias populacles virais (quasiespecies) foi
demonstrada em um mesmo hospedeiro (WANG et al., 2002), aém da
recombinacdo entre as cepas, possivelmente devido a circulacdo simulténea de
diferentes gendtipos de um sorotipo em um mesmo hospedeiro (HOLMES &
TWIDDY, 2003). A diversidade genética do virus dengue pode causar o
aparecimento de cepas com maior capacidade de replicacdo, de mais fécil
transmissdo ou mais virulentas. Esta diversidade genética também pode associar-
se com 0 aparecimento de cepas com determinantes antigénicos ou tropismo

aterados (CHEVILLON & FAILLOUX, 2003).
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3.MATERIAL E METODOS

Cumprindo os requisitos da Resolugcdo CNS/196/96, o presente estudo foi
submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Fundagdo de
Medicina Tropical do Amazonas FMTAM, processo nimero: 272/2005 com o
titulo Variabilidade genética do virus dengue, DEN-1 e DEN-2, no Estado do
Amazonas, Brasil (Anexo |). Apos enviar ao Comité de Etica, pela necessidade de
identificacdo dos virus dengue por técnicas moleculares e sua caracterizacdo
epidemiol 6gica achou-se por bem alterar o titulo para “Caracterizagdo Molecular e

Epidemiol 6gica dos virus dengue no Estado do Amazonas, Brasil”

3.1 Coletade Material e Critérios de Inclusdo

Durante o periodo de fevereiro de 2005 ajunho de 2007 foram coletadas 534
amostras de sangue total (10 mL) pelo método vacuntainer de pacientes atendidos
na Fundac&o de Medicina Tropica do Amazonas (FMTAM). Foram convidados a
participar deste estudo pacientes com suspeita clinica de dengue e com
diagndstico negativo para maléria, o fluxograma das amostras € mostrado abaixo.
Os mesmos receberam informagdo e assinaram um termo de consentimento
(Anexo Il) aprovado pelo comité de ética da FMTAM. Um questionario com
informactes epidemioldgicas foi também preenchido (Anexo I11). Os soros foram
obtidos por centrifugacdo a 1500 rpm, na temperatura de 5°C, durante 15 minutos

e armazenados em freezer a-70°C.
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3.2 Diagnostico Sor olégico

ApGs cinco dias de sintomas esses pacientes retornaram a FMTAM para a
segunda coleta de sangue. O soro foi obtido como descrito acima e armazenado a -
20°C. O diagnostico sorologico foi realizado pelo método MAC-ELISA (Enzyme-
linked — immunoabsorvent assay), para a pesquisa de anticorpos IgM especificos
para o virus dengue, de acordo com a técnica descrita por Kuno et a. (1987)
(Anexo V). Apés as diversas etapas do ensaio (bloqueio, diluicdo e lavagem), a
presenca de anticorpos no soro do paciente foi demonstrada pela mudanca de cor
do substrato, ao sofrer acdo enzimatica de um conjugado especifico (HRP
conjugated 6B6C-1 monclonal antibody/Jackson), em seguida sua determinacéo
foi feita medindo-se a densidade Optica da solucdo, espectrofotometricamente. A
partir dos resultados obtidos nesta etapa, com 0s soros que estavam armazenados

em freezer -70°C, foram executados 0s seguintes passos.

3.3 Diagndstico Virolgico

A técnica utilizada para isolamento do virus Dengue foi a cultura celular
utilizando linhagens celulares continuas, de células de mosquito C6/36 (clone de
Aedes albopictus) (IGARASHI, 1978), cultivadas em garrafas de 25 cm com meio
de crescimento L-15 acrescido de 5% de soro bovino fetal. E 1,5 mL desse meio
foi transferido para tubos falcon (15 mL) descartéaveis (1,5 mL/tubo), uma ou
duas vezes por semana, dependendo da quantidade de amostras a serem testadas.
As amostras de soro de pacientes, em fase aguda, obtidas dentro dos cinco
primeiros dias, desde o inicio da febre, foram inoculadas em um volume de 70pL

na diluicdo 1:10 nos tubos contendo monocamadas de células e incubados para
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adsorcéo e penetracéo do virus a 28°C. Cadatubo foi examinado diariamente, até
completar 10 dias.

Ap0Os 10 dias de incubacao as culturas foram identificadas atraves da técnica
de imunofluorescéncia (IF) que permite a identificagdo dos sorotipos do dengue.
Os fluidos dos tubos previamente inoculados foram col hidos nos pontos (spots) da
l&mina (10 pL), apds a secagem em temperatura ambiente, estas |aminas foram
fixadas em acetona gelada por 20 minutos, e entdo estocadas a — 70°C quando a
imunofluorescéncia ndo foi realizadaimediatamente.

Em cada ponto foi adicionado 10uL do anticorpo monoclonal para cada
um dos sorotipos de dengue na diluicdo de 1:15 correspondente a cada 1amina,
incubadas durante 30 min a 37°C em camara umida. Apds esta incubacdo as
laminas foram lavadas em PBS (pH 7,4), deixadas nesta solugéo durante 5 min,
lavadas em agua destilada e mantidas a temperatura ambiente até estarem
completamente secas.

O anticorpo secundério conjugado a fluoresceina na diluicdo 1:100 foi
adicionado e repetiram-se os procedimentos de incubacdo e lavagem. Em cada
ponto foi colocado 10 pL de glicerol, as laminas foram cobertas com laminulas
para leitura em microscépio para fluorescéncia, para se determinar se as amostras
eram positivas ou negativas levando-se em conta 0 observado nos controles
incluidos em cada experimento. A |F especifica para os virus dengue, descreve-se
como citoplasmatica perinuclear (INSTITUTO PEDRO KOURI, 2001).

Os anticorpos monoclonais altamente especificos contra cada um dos
guatro sorotipos do virus dengue foram cedidos pelo “Center of Disease Control
and Prevention” (CDC), Atlanta, Gedrgia USA. O anticorpo secundario

conjugado a fluoresceinafoi obtido comerciamente.
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3.4 Extracéo do RNA
A extracdo de RNA foi realizada utilizando o QlAamp Viral RNA Mini Kit
(QIAGEN, Inc., Vaencia, CA), seguindo-se as instrucdes do fabricante (Anexo

V).

3.5 Reacdo em cadeia da Polimerase (PCR) conjugada a transcricao reversa
(RT-PCRY):

A transcricdo reversa (RT) e amplificagdo do DNA foram redlizadas
utilizando o kit Ready-to-Go ™ RT-PCR Beads (Amersham Biosciences),
seguindo as instructes do fabricante. Cada reacéo continha 10 uL de RNA viral,
5uL do rando primer pd(N)s para a RT e 5uL de cada um dos iniciadores D1 e
D2 (Lanciotti et al., 1992) para a reacdo de PCR, e &gua (RNase free) qsp 50 pL,
os quais foram submetidos a uma etapa de 42° C/ 30 min, 95° C/ 5 min. Em
seguida, apos incubacdo a 94°C/ 2 min cada cDNA foi submetido a 39 ciclos de
desnaturagdo (94°C/ 1 min), hibridizaggo (55°C/1 min), extensdo (72°C/ 2 min) e
extensdo final (72°C/ 10 min). A amplificagéo foi conduzida em um termociclador
model o eppendorf Mastercycler gradient.

Em seguida, cada amplicon foi submetido ao procedimento de Nested
PCR, desenvolvido por Lanciotti et al. (1992), para deteccdo e tipagem do virus
dengue. Em tubos de 0,2 mL foram adicionadas a mistura descrita abaixo (Tabela
1) e 1 pL do amplicon diluido 1:100. Apos incubagédo a 94°C/ 2 min, as amostras
foram submetidas a 35 ciclos de desnaturagdo (94°C/ 30 seg), hibridizagéo (55°C/

30seg), extensdo (68°C/ 30seg) e extensdo fina (68°C/ 1 min). O produto da
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reacdo de PCR foi, submetido a eletroforese a 100 volts durante 30 minutos em

gel deagarosea2,5% em tampdo TBE 1X.

Reagentes estoque MIX
(concentracgéo por tubo/ reacéo)
Agua 37,0 L
Tampéo da enzima 10x 5uL
dNTP mix 10 mM 1L
50 mM MgSO, 15uL
Iniciador D1 (10uM) 1,0 yL
Iniciador TS1 -4 (10uM) 1,0 yL
Taq Polimerase (5U/uL) 0,5 uL
Volume final 50uL

Tabela 1- Reagentes utilizados na reacdo de Nested — PCR.
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Em amostras cujo resultado foi positivo para mais de um sorotipo,
repetimos 0 Nested PCR com cada um dos iniciadores especificos de dengue em
diferentes reagdes. D1+ TS1; D1+TS2; D1+TS3; D1+ DENA4. E aquelas em que
foi detectado apenas um sorotipo, mas no seqienciamento foram obtidas
seguéncias para mais de um virus, o produto da PCR foi submetido a clonagem

destes fragmentos.



PACIENTE FEBRIL
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3.6 Iniciadores

Baseados na regido que compreende parte dos genes C-prM foram
desenhados por LANCIOTTI et al. (1992) os iniciadores usados na identificacéo
dos virus dengue com boa sensibilidade e especificidade. Este fragmento
apresenta uma regido conservada entre todos os virus dengue, que permite sua
amplificagdo usando iniciadores senso e anti-senso universais do dengue. O
sorotipo € entdo identificado usando iniciadores sorotipo especifico. As
sequéncias dos iniciadores e sua posi¢ao no genoma sdo descritas na Tabela 2, os
pares de iniciadores usados na 1° PCR, na reacdo de Nested PCR e o tamanho do

produto amplificado s&o mostrados na Tabela 3.

Iniciadore Sequéncia (5’ - 3’) Posi¢cdo no
s genoma
D1 TCAATATGCTGAAACGCGCGAGAAACCG  134-161
D2 TTGCACCAACAGTCAATGTCTTCAGGTTC 616-644
TS1 CGTCTCAGTGATCCGGGGG 568-586
TS2 CGCCACAAGGGCCATGAACAG 232-252
TS3 TAACATCATCATGAGACAGAGC 400-421
DEN4 TGTTGTCTTAAACAAGAGAGGTC 506-527

Tabela 2- Iniciadores usados para amplificacdo dos virus dengue.



I niciadores

Tamanho do produto
amplificado (pb)

D1+ D2 (1°PCR) 511
D1+ TSL (2 PCR) 482
D1+ TS2 (2° PCR) 119
D1+ TS3 (2° PCR) 290
D1+ DEN4 (20 PCR) 392

Tabela 3- Paresde iniciadores usados no 1° PCR e nareacéo de nested PCR.
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3.7 Sequienciamento

A regido que compreende parte dos genes C-prM foi a utilizada nas reacfes de
sequenciamento, pelo método de dideoxinucleotideos (SANGER, 1977). Os fragmentos
amplificados foram purificados com CONCERT Rapid PCR Purification System Life
Technologies. No segiienciamento, todos os procedimentos foram executados usando o kit de
sequenciamento de DNA Big Dye terminator (Applyed Biosystems), seguindo-se as
instrucdes do fabricante e analisadas no sequenciador automético ABI 3130xl. As amostras
foram sequienciadas duas ou trés vezes para a confirmacdo dos resultados. As sequiéncias de

nucleotideos obtidas foram entdo comparadas aquelas depositadas no GenBank utilizando o

3.8 Clonagem

As amostras foram clonadas para confirmar os resultados obtidos através dos
sequenciamentos. A clonagem foi realizada pela ligacdo do produto da PCR no vetor
pJET/blunt Cloning Vector (50ng/uL) da Fermentas Life Sciences. A etapa de transformagéo
foi realizada em bactérias competentes IM109 da Promega, cada um dos clones foi

novamente sequienciado.

3.9 Analises Filogenéticas
Os cromatogramas de cada amostra foram analisados e as sequiéncias editadas no
programa Seqmanl | do pacote DNASTAR. Estas seqiiéncias foram utilizadas na andlise

filogenética utilizando o programa MEGA (KUMAR et al., 2004).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov.Entrez
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4. RESULTADOS

4.1 Andlises Laboratoriais e Epidemioldgicas

No periodo de janeiro de 2005 a julho de 2007, foram coletadas 534 amostras de
pacientes com sor o negativos para mal&ria com suspeita clinica de dengue. Foram detectados
anticorpos da classe IgM em 90 (16,8%) das amostras, confirmando a infecgdo recente pelo
virus dengue. O sorotipo foi identificado em 52 (57,7%) das amostras inoculadas. De 90
amostras positivas na sorologia realizou-se a amplificagdo pelo RT-PCR de 40 amostras

(44,4%). Destas 13 (32,5%) para DEN-2, 23 (57,5%) para DEN-3 e 4 (10%) para DEN-4

(Tabela 4).
TECNICA AMOSTRAS POSITIVAY
AMOSTRAS TESTADAS (%) DEN-2 DEN-3 DEN-4
MAC-ELISA 90/534
(16,8%)
RT-PCR 40/90 13 23 4
(44,4%) (32,5%) (57,5%) (10%)
ISOLAMENTO 52/90 15 34 3
VIRAL (57,7%) (29%) (65,3%) (5,7%)

Tabela4: Amostras testadas pel os métodos ELISA, RT-PCR e Isolamento Viral, positivas.
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Além das 90 amostras positivas na sorologia também foram testadas mais 31 amostras
de pacientes que ndo retornaram a FMTAM para a segunda coleta ou que foram negativos
pelo teste ELISA, totalizando 121 amostras testadas pelo RT-PCR e Isolamento viral,
(Tabela 5). Das 31 amostras todas foram amplificadas pelo RT-PCR 6 DEN-2, 21 DEN-3 e 4
DEN-4 e 26 foram positivas no isolamento viral 2 DEN-2, 23 DEN-3 e 1 DEN-4 (Tabela 6).
Das 40 amostras positivas no RT-PCR 27 foram identificadas pelo isolamento viral como 6
DEN-2, 19 DEN-3 e 2 DEN-4.

Os fragmentos de 119, 290 e 390 pares de bases correspondentes aos virus DEN-2,
DEN-3 e DEN-4 respectivamente, foram visualizadas quando submetidas a eletroforese em
gel de agarose 2,5%. No RT-PCR foram testados também soros coletados a partir do 5° dia
de doenca e com resultados negativos quando testados com outros métodos, obteve-se a

amplificacdo em 28 soros destes 4 foram negativos pel os outros métodos (Grafico 1).



TECNICA AMOSTRAS POSITIVAS/ DEN-2  DEN-3 DEN-4
AMOSTRAS TESTADAS (%)
RT-PCR 71121 19 4 8
(58,6%) (26.7%)  (62%) (11,3%)
ISOLAMENTO 78121 17 57 2
VIRAL (64.4) @) @30 ga

Tabela5: Total de amostras testadas pelos métodos RT-PCR e I solamento viral, positivas.

TECNICA AMOSTRAS POSITIVAY DEN-2  DEN-3  DEN-4
AMOSTRAS TESTADAS (%)
RT-PCR 31/31 6 21 4
(100%) (19,3%)  (67,7%) (12,9%)
ISOLAMENTO 26/31 2 23 1
VIRAL (83,87%) (64%)  (742%)  (32%)

Tabela 6: Amostras de pacientes que ndo retornaram para a segunda coleta ou que foram negativos

no teste MAC-ELISA, de 31 amostras oito foram negativas no teste MAC-ELISA.
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00 DEN-2
00 DEN-3
O DEN-4

Gréfico 1: Amplificag8o pelo RT-PCR dos virus dengue segundo os dias de sintomas. Considera-se o primeiro

dia aquele onde comecaram os sintomas.
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4.1.1 Distribuicéo dos casos segundo a faixa etaria e género
No Gréfico 2 e 3 sao mostrados o nimero de casos de dengue em cada faixa etériae o
tipo de dengue mais comum em cada uma del as respectivamente. Os resultados referentes aos

géneros sdo mostrados no Gréfico 4, para esta variavel foi empregado o teste estatistico de

Fisher’s.
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Gréfico 2. Distribuicdo dos casos de dengue segundo faixa etéria, em qualquer um dos testes.
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Gréfico 3. Distribuicdo dos sorotipos em cada faixaetaria. Amostras testadas pelo RT-PCR

e |lsolamento viral.
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FEMININO MASCULINO

Gréfico 4. Distribuicdo dos casos positivos de dengue segundo o género, em qualquer um dos testes, foram

considerados individuos de ambos os géneros que procuraram o servigo daFMTAM.
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4.1.2 Distribuicéo dos casos segundo as zonas deresidéncia.

Em relacéo aresidéncia e localidade de origem, ha positividade para dengue em toda a
cidade de Manaus especialmente nas zonas centro-oeste, sul e oeste (Tabela 6). Pacientes em
transito ou que estiveram fora do Amazonas até 15 dias antes do inicio dos sintomas também

foram soropositivos para dengue (Tabela 7).

MAC-  RT-PCR RT-PCR RT-PCR
ZONA ELISA  DEN-2  DEN-3  DEN+4
suL 19 5 3
CENTRO-OESTE 16 2 7 2
OESTE 15 2 6
CENTRO-SUL 13 5 6 4
NORTE 9 1
LESTE 5 1 3
IGNORADO 12 3 19 2
Tabela7. TOTAL 90 19 44 8

Distribuic&o dos casos de dengue segundo as zonas de residéncia.



LOCALIDADE ELISA RT-PCR
DEN-2 DEN-3 DEN-4
Rondénia 1 1
Mato Grosso do Sul 1
Venezuela 2 2 1
Europa/ Asia 1 1
Rio Preto da Eva 4 1 1
Tarumanzinho 1 1
Maués 1 1
Inhamunda 1 1
Estrada de Autazes 1
Apui 1 1
BR-174 2 1
Am 010 6 1 3
Manicoré 1
Uricurituba 1 1
Carauari 1
Presidente Figueiredo 2 2
Careiro do Castanho 1 1
Ramal Ipiranga 1 1
TOTAL 27 7 15 1
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Tabela 8. Pacientes positivos para dengue por ELISA, RT-PCR e Isolamento Viral que estiveram em diferentes

localidades.
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A andlise dos dados clinicos possibilitou descrever os principais sintomas apresentados e a

comparagao entre 0s sintomas apresentados pel os diferentes sorotipos (Gréfico 3; Grafico 4).

Os sintomas descritos para as amostras positivas para co- infecgao entre os virus DEN-3 e DEN-4, sdo descritos

no texto abaixo.
100+ 92 B Febre

90+ 83 o Cefaléia
801 ac O Dor globo ocular
70+ 53 — B Mialgia
60+ 70 O Dor 6ssea
50+ O Artralgia
40+ 21 29 O Fotofobia
304 <U O Exantema
20+ B Sangramento
10+ 0O Rig.Nuca

0- O Vomito

Gréfico 5. Sintomas obser vados nos casos de dengue em qualquer um dostestes.
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3 65 @ Exantema
B 2 33 3
° 2 2”2 B Sangramento
0 - ‘
DEN-2 DEN-3 DEN-4
78,5% 145,4% 19,8%

Grafico 6. Comparagdo entre os sintomas apresentados por pacientes infectados pelos sorotipos DEN-2,

DEN-3 e DEN-4.
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As amostras AM2112 e AM750 positivas para co- infeccdo entre os virus DEN-3 e DEN-4
apresentaram sintomatologia mais grave, quando analisamos o0 prontuério os seguintes dados
laboratoriais foram registrados:

AM2112- contagem de plaquetas 120 mil, diagndstico clinico dengue com complicacao.
AMT750- desorientacdo; anuria; petéquias; choque hipovol émico; odinofagia, reducéo do

hematocrito 48,4; plaqueta maior que 114.000.
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4.2 Andlises Genéticas

Para as analises genéticas foram obtidas um total de 35 sequiéncias obtidas pelo RT-
PCR, das quais foram detectadas 6 para Dengue 4 e 29 para Dengue 3. Os produtos obtidos
apos o seguienciamento foram compostos por fragmentos de aproximadamente 309 pares de
bases para Dengue 4, e 206 e 418 pares de bases para Dengue 3. A média da composi¢ao de
bases desses fragmentos foi de T 22,9%, C 21,8%, A 30,6% e G 24,7%. O banco de dados das
sequéncias com os sitios varidveis pode ser visualizado no Anexo VI. A disténcia genética
(disténcia P ndo corrigida) entre as sequéncias dentro de cada sorotipo foi de 0,4% para
Dengue 3 e 0,10% para Dengue 4. Os valores de distancia entre 0s sorotipos podem ser

visualizados na Tabela 8, os quais evidenciam altos valores entre 0S mesmos.

Dengue 1 Dengue 2 Dengue 3 Dengue 4 AM2112*
Dengue 1 0 0,043 0,043 0,046 0,046
Dengue 2 0,385 0 0,044 0,043 0,038
Dengue 3 0.,329 0,368 0 0,046 0,048
Dengue 4 0,404 0,350 0,394 0 0,033
AM2112* 0,422 0,243 0,403 0,149 0

Tabela 9. Distancia genética (Distancia P néo corrigida) com desvio padréo (valores acima) para cada
comparagdo par a par dos grupos de dengue.
* Positiva para DEN-3/4, e com uma sequiéncia gendmica correspondente ao DEN-2, indicando ser um caso de

recombinagdo natural.
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A razéo de substitui¢des de nucleotideos do tipo transi¢ao ou transversdo e mostrado
na Tabela 9.

A T C G
A - 0.43 0.54 24.09
T 0.75 - 19.53 0.49
C 0.75 15.37 - 0.49
G 36.59 0.43 0.54 -

Tabela 10: Estimativa darazéo de substituicbes de nucleotideos.

NOTA: Cada coluna mostra a probabilidade de substitui¢éo de uma base (linha)
para outra base (coluna) instantaneamente. Apenas colunas dentro de umalinha
devem ser comparadas. Diferentes taxas de substitui¢des do tipo transi¢do sdo
mostrados em negrito e substitui¢des do tipo transversao sdo indicadas em
itdlico. As freqliéncias de nucleotideos séo 0,339 (A), 0,193 (T / E), 0,245 (C), e
0,223 (G). Astaxas de transicdo/ transversio sdo k1 = 48,906 (purinas) e k2 =
36,036 (pirimidinas). A transicdo global / transversdo viéséde R = 17, 238, em
queR=[A*G*kl+T*C*k2]/[(A+G)* (T+ C)]. A posicio de cada
cddon foi incluido 1° +2 2+3 @+ Noncoding. Todas as posi¢des contendo lacunas
e falta de dados foram eliminados dos dados (Completa supresséo). Havia um
total de 148 posi¢oes no final do conjunto de dados. Todos os cé culos foram

conduzidos no MEGA 4.
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4.2.1 Andlises Filogenéticas

As seguéncias de dengue 3 e dengue 4 apresentaram 98% de similaridade com a
sequéncia AY679147BR (Dengue 3), e AY 947539 (Dengue 4), respectivamente. Através das
sequéncias obtidas ap6s o seqiénciamento foi possivel obter-se uma arvore de distancia de
Neighbor-Joining com as relacdes filogenéticas entre os sorotipos isolados em Manaus e

aquel es depositados no GenBank (NCBI) (Figura 4).



= D3 1801 7
D3 182
D3 722
D3 1624
D3 721
D3 1402
D3 1197
D3 1060
D3 981
D3 756
Clone AM2112 D3 *
D3728
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Dengue 3 AYETI14TER
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D3 738
Clorne 750 D3 **
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g1l Clone 1619 Dengue 4
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AY247539 Dengue type 4

Clone D 295
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Figura 4. Arvore filogenética gerada pelo programa MEGA modelo Neighbour- joining. * individuo AM2112
com caso de Dengue 3, 4 e Recombinante; ** individuo 750 com caso de Dengue 3 e 4. Os valores acima dos

bragos sdo valores de bootstrap, foram considerados os val ores acima de 50%.
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4.2.2 Co-infeccéo

A co-infeccdo foi observada em trés amostras duas delas autoctones, com 0s sorotipos
DEN-4/DEN-2 e DEN-3/DEN-4 (Tabela 11), o RT-PCR foi confirmado pelo isolamento dos
virus em células C6/36. A co-infeccdo com DEN-3 e DEN-4 mais uma vez foi detectada, em
umaamostra (AM2112) de paciente proveniente da Venezuela. A presenca de anticorpos IgM
indicou ainfecgéo por dengue por RT-PCR foram visualizadas as bandas correspondentes aos
sorotipos DEN-3 e DEN-4 (Figura 5), identificando a presenca de co-infeccdo associada a
DHF, neste caso a deteccdo do sorotipo em cultura de células ndo foi possivel, devido a

contaminagdo do fluido de células inoculado.

Tabela 11. Amostras positivas para co — infeccéo.

AMOSTRAS DIASDE ISOLAMENTO  RT-PCR SEQUENCIAMENT
DOENCA MAC- VIRAL O
ELISA
AM750 09 negativo DEN-3/DEN-4  DEN-3/DEN-4  DEN-3/DEN-4
AM1619 06 positivo DEN-2/DEN-4  DEN-2/DEN-4  DEN-4
AM2112 05 positivo _ DEN-3/DEN-4 DEN-3/DEN-4

O seqlenciamento destes casos confirmou a infecgdo simulténea com excegdo da

amostra 1619 onde ndo foi obtida a sequiéncia de DEN-2. O produto das reacdes de clonagem
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foi sequienciado confirmando a co-infeccéo com os virus DEN-4 e DEN-3. Estas sequéncias
de nucleotideos foram depositadas no GenBank com o nimero de acesso EU127898 (AM 750-
D3), EU127899 (AM750-D4) e EU127900 (AM1619).

Na Figura 5 observamos as amostras AM 750 e 1041 esta Gltima foi positiva apenas para

DEN-4 em todas as reacoes.

DEN-3
(39chpy
DEN-3_
1290k

Figura 5. Deteccdo de co- infecgdo (DEN-3/DEN-4), DEN-3 e DEN-4 em gel de Agarose. Linhas1e 9:
Padrédo de peso molecular (Invitrogen) 1 Kb; Linha 2: AM750 multiplex-PCR; Linha3: AM750 PCR com
iniciador para DEN-4; Linha4; AM750 PCR com iniciador para DEN-3; Linha 5: AM 1041 multiplex-PCR;
Linha6 AM1041 PCR com iniciador paraDEN-4; Linha7: AM1619 multiplex- PCR; eLinha8: AM1619
PCR cominiciador para DEN-4.

E importante destacar que as amostras AM1619 e AM2112 com a reacdo de Nested
(Multiplex-PCR) apenas apresentaram o fragmento correspondente a0 DEN-2 e DEN-3
respectivamente, o seqlienciamento revelou a presenca do DEN-4, contudo, quando a reacéo
de Nested PCR foi feita com iniciadores separados D1+TS2; D1 + TS3; D1+DEN-4 foi

possivel visualizar as bandas correspondentes a cada sorotipo (Figura 6).
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DEN-4
390 pb

DEN-2
119 pb

Figura 6. Deteccdo do DEN-2 e DEN-4 em gel de Agarose. Linha 1 : Padréo de peso molecular
(Invitrogen) 100 pb; Linha 2: *AM1619 multiplex-PCR; Linha 3: AM1619 multiplex-PCR;
Linha 4: *AM1619 PCR com iniciador para DEN-4; Linha 5: AM1619 PCR com iniciador
paraDEN-4; Linha6e7: AM2112 com iniciador para DEN-4; Linha 8: Controle negativo.

* O produto da primeirareagdo de PCR néo foi diluido 1:100.

O manuscrito que apresenta os primeiros casos de DEN-4 no Amazonas foi submetido a
revista Emerging Infectious Diseases intitulado “Emergence of Dengue Type 4 Virus in
Manaus, Amazonas, Brazil”. O aceite e 0 manuscrito estdo no anexo VII e VIII,

respectivamente.
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4.2.3 Recombinacéo

A amostra AM2112 procedente da Venezuela além de apresentar a co-infeccdo com os
sorotipos DEN-3 e DEN-4, durante a andlise das sequiéncias obtidas para DEN-4 foi detectado
uma sequiéncia genémica correspondente ao sorotipo DEN-2, indicando ser este um caso de
recombinacdo natural. Este sorotipo ndo foi detectado em nenhuma das reacOes de PCR
realizadas para esta amostra, mesmo aguelas usando somente os iniciadores para DEN-2. Na
Figura 7 é apresentada esta amostra como clone RNG e clone quimera, até 160 a sequiéncia é

semelhante a DEN-4 em seguida observamos uma sequéncia de DEN-2.
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AT94T75L3E35 DGGAGATAGGUCCGCATGUTGAACATCTTGAATGGAAGARAAARAGGTCAACAATGAC.
D2%¢ D1 20 GEGAGATGGGCCGCATGCTGAACATCTTGAATGGARAGARARAAGETCAATARATGAC.
CloneDz3s GEAGATAGGUCCGCATGUTGAACATCTTGAATGGAAGARAAARAGGTCAATARATGAC.
CloneD2sh GeAGATAGGCCGCATGCTGAACATCTTGAATGGARAGARAARAAGETCAATARATGAC.
Clone—-1&815% GEAGATAGGUCCGCATGUTGAACATCTTGAATGGAAGARAAARAGGTCAATAATGAC.
Clone 700 4 GEAGATAGGCCGCATGCTGAACATCTTGAATGGARAGGAARAAGGETCAATAATGAC.
Tlone—RNeE GGAGATGGGUCCGCATGUTGAACATCTTGAATGGAAGARAAARAGGTCAATARATGAC.
Clonechinme GEAGATAGGCCGCATGCTGAACATCTTGAACAGGAGACGCAGGACAGCAGGCGT!
DenqueZipr AGAGATTGGAAGGATGCTGAACATCTTGAACAGGAGACGCAGGACAGCAGGCGET!

Figura 7. Sequiéncia alinhadas dos clones positivos para DEN-4.
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5. DISCUSSAO

5.1 ANALISESLABORATORIAISE EPIDEMIOLOGICAS

No Brasil os casos de febre hemorrégica do dengue (DHF) ocorreram apés a introducéo
do DEN-2 no Estado do Rio de Janeiro, a confirmacdo de dengue hemorrégico por DEN-2
ocorreu apés uma epidemia pelo DEN-1 ocorrida ha quatro anos (DIAS et a., 1991; ZAGNE
et a., 1994). Este mesmo padréo foi observado em Cuba durante a epidemia de 1981 com a
infeccdo sequencial por dois sorotipos (DEN-1 e DEN-2), e um intervalo de seis meses a
cinco anos aproximadamente (KOURI et a., 1986).

A dinadmica da epidemia do dengue no Amazonas é semelhante ao ocorrido em outras
regifes do Brasil e da América. Em Manaus — Amazonas 0S primeiros casos autoctones de
dengue foram registrados em margo de 1998, por estudos sorolégicos permitindo o
diagndstico da primeira epidemia de dengue (FIGUEIREDO et al., 2004). No ano de 2001 foi
possivel identificar o sorotipo DEN-1 como o0 agente causador daguela epidemia
(FIGUEIREDO ¢t al., 2002). Naquele mesmo ano, casos de febre hemorréagica do dengue
foram registrados no Estado do Amazonas, com o isolamento viral do DEN-2 (FIGUEIREDO
et a., 2002). Em 2002 foi isolado pela primeira vez o sorotipo DEN-3 de um paciente
procedente da Bahia, a partir dai casos autoctones foram diagnosticados por isolamento viral
(FIGUEIREDO et al. 2003).

Neste trabalho foi identificado pela primeira vez o virus DEN-4 em Manaus de casos
autoctones. Este virus foi detectado durante a primeira epidemia registrada no Brasil em Boa
Vistas Roraima em 1981-1982. Naguela ocasi&o o sorotipo DEN-1 também foi encontrado
(OSANAI, 1984) desde entdo nenhum isolado de DEN-4 foi registrado em nenhuma outra
parte do pais. Durante a realizacdo deste projeto verificou-se, como pode ser observado nos

resultados apresentados, que ndo houve amostras positivas para DEN-1. O nimero de



86

amostras positivas para DEN-2 é menor em relacdo ao DEN-3 e a identificacdo autéctone do

DEN-4.

5.2 Identificacéo pelo isolamento viral e PCR dos virus X Periodo de Doenca

Considerando o ciclo de doenca, a maior parte dos isolamentos foram obtidos nos 3°, 2°
e 4° dia, respectivamente, confirmando que a maior positividade para o isolamento viral néo
excede o 5° dia de viremia, coincidindo com a queda no nimero de particulas virais
infecciosas e a elevacdo do titulo de anticorpos neutralizantes séricos. Em Cuba observou-se
que a metade dos isolamentos foi obtida em amostras colhidas no 4° dia (GUZMAN et al.,
1984).

O mesmo né&o é observado pela técnica RT-PCR onde, é possivel obter a amplificacdo
dos virus dengue mesmo no periodo de convalescenca. De acordo com Lanciotti et a. (1992)
nesta metodol ogia os anticorpos ndo interferem sendo possivel com isso saber qual o sorotipo
circulante mesmo apos o periodo de viremia.

Neste trabalho esta situagdo foi evidenciada quando analisamos as amostras positivas
para co-infeccdo. Segundo relatado pelo paciente ou acompanhante, estes apresentavam no
momento da primeira coleta mais de 7 dias do inicio dos sintomas, e ainda assim conseguiu-se
o isolamento do virus em cultura de células. Ha a possibilidade de levar em conta a cargaviral
gue nesta pesquisa ndo foi quantificada assim como considerar a possibilidade de haver
confusdo por parte do paciente em relagdo a data do inicio dos sintomas. Isto foi
particularmente importante em relagdo a amostra AM 750, que apresentou sorologia negativa,
mas foi positiva para 0s outros testes, neste caso em particular, foi preciso considerar a
historia clinica deste paciente, se era portador de asma, diabetes, ou de alguma doenca do
sistema imune. Além da infecgdo secundaria, sugeri-se a asma brénquica e a diabetes como

fatores de risco paraa DHF (GUZMAN et al., 1999).
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5.3 Identificacdo do virus X Faixa Etéria

Em relagdo a faixa etéria individuos entre 15-24, 25-40 e 41-60 anos apresentaram
maior positividade, confirmando o observado anteriormente durante a primeira epidemia de
dengue em Manaus (FIGUEIREDO et al., 2004) e em estudos realizados por Bastos (2003) e
Castro (2004). A exposicdo ao virus dengue € maior na faixa etéria acima de 15 anos
enquanto a populagdo de idosos vai se imunizando durante os anos, diminuindo o nimero de
individuos susceptiveis mais velhos, como descrito por Teixeira et al. (2005) e demonstrado
anteriormente em epidemias em Cuba (GUZMAN et al., 1999).

Quanto ao género os pacientes do sexo masculino foram os mais acometidos ou que
procuraram em numero um pouco maior a FMTAM, segundo o teste estatistico de Fisher’s
nd houve diferenca estatisticamente significante entre eles. No entanto, ambos foram
infectados pelo virus dengue, como observado nas pesquisas redizadas em Manaus e por

outros autores (VASCONCELOS et al., 1993 & VASCONCELOS et ., 1998).
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5.4 I dentificagdo viral X Localizacdo Geogr éfica

Foi observado que os bairros da zona Centro-Oeste, Sul e Oeste foram os mais afetados, sdo
bairros com melhor infra-estrutura, servico medico, localizacéo geogréfica proximaa FMTAM e
a outras unidades de salide, e que compreendem a maior parte da populacdo com melhores
condigdes socioecondémicas por 1SS0 com maior acesso aos servicos de salde. Estes resultados
s80 semelhantes aos observados desde a primeira epidemia de dengue onde os bairros da zona
Sul da cidade, préximos ao Rio Negro, provavel sitio de entrada tanto para o vetor quanto para o
virus, foram os primeiros e os mais afetados (FIGUEIREDO et al., 2004), e aqueles descritos por
Bastos em 2003 e Castro em 2004. Em outros Estados, a alta ocorréncia da doenca foi igualmente
observada em bairros mais favorecidos sendo atribuida a presenca de utensilios descartaveis e a
vasos de plantas aguaticas has residéncias que servem de criadouros para 0 mosqguito A. aegypti
(VASCONCELOS et d., 1998).

O municipio de Manaus apresentou 0 maior nimero de casos positivos, mas também
coletamos material de pacientes em transito ou que estiveram fora de Manaus ou do Amazonas
até 15 dias antes dos sintomas. O Amazonas esta situado no centro da Regido Norte do Brasil,
limitando-se ao norte com o Estado de Roraima, Venezuela e Colémbia; a leste com o Estado do
Parg; a sudeste com o Estado do Mato Grosso; ao sul com o Estado de Ronddnia e a sudoeste
com o Estado do Acre e o Peru (VIVERDE TURISMO). A proximidade com outros paises onde
o DEN-4 é endémico como Venezuela e Coldmbia pode ter influenciado a deteccdo deste
sorotipo primeiro no Amazonas. Além da localizagdo geogréfica, por ser hoje uma cidade com o

turismo ecologico em desenvolvimento, além do Pdlo Industrial de Manaus, com mais de 450
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fabricas de grande, médio e pequeno porte (PORTAL AMAZONIA), que atrai investidores de
vérias partes do mundo. Manaus recebe varias pessoas destes e de outras estados e paises.
E importante lembrar que o sorotipo DEN-3 foi detectado pela primeira vez em Manaus

de um paciente procedente de Salvador-Bahia (FIGUEIREDO et a., 2003).

5.5 Manifestacdes Clinicas.

Na andlise dos dados clinicos os sintomas observados sdo 0s mesmos descritos para dengue,
estes resultados estdo de acordo com os de outros autores (VASCONCELOS et al., 1993),
embora tenha sido registrado com frequéncia cada vez maior, casos de comprometimento do
sistema nervoso central (NOGUEIRA et a., 2002), comprometimento hepético, esplénico e
miocardiopatia (HALSTEAD, 1990).

N&o foi possivel observar manifestagdes clinicas mais severas em relacdo aos sorotipos,
exceto para duas amostras que apresentaram co-infeccdo com os sorotipos DEN-3 e DEN-4
conforme mostrado nos resultados, observa-se maior nimero de sintomas para DEN-3 porque
este sorotipo foi 0 mais freqliente. Diferentemente, Passos et al. (2004) verificaram diferencas
clinicas em pacientes infectados durante a epidemia de 2001/2002 no Rio de Janeiro, naquela
ocasido foi constatado que individuos infectados com DEN-3 apresentavam sintomatologia mais
grave, sugerindo maior viruléncia a este sorotipo.

A deteccdo de trés sorotipos e a frequiéncia maior do DEN-3 mostram que a maior parte da
populacdo esta imune aos virus DEN-1 e DEN-2. Segundo a teoria da infecgdo seqiiencial pelos
virus do dengue (HALSTEAD, 1988), seriam esperados casos de DHF em Manaus. No entanto,
em nossa pesquisa apenas dois casos de DHF foram associados ao sorotipo DEN-3, mas ambos

foram casos de co-infecgdo com o sorotipo DEN-4.
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Situacdo semelhante foi observada na Coldombia (OCAZIONEZ et a., 2006), durante os
dois anos seguintes a re-introducdo do DEN-3 em 2001, 4046 casos de dengue foram associados
a este sorotipo, mas somente casos de dengue classico foram observados em individuos com
infeccdo secundéria ao contrario daqueles individuos com infeccdo primaria o DEN-3 esteve
associado a DHF. Tais resultados sugeriram que as cepas de DEN-3 circulantes na Colémbia séo
mai s patogénicas entre individuos sem imunidade ou que uma alta propor¢do de individuos com
imunidade cruzada devido a outros sorotipos podem ser protegidos da infeccdo severa por
dengue. O mesmo foi observado na Venezuela onde um grande nimero de casos de dengue
ocorreram apés a reintroducdo do DEN-3, porém com maior freqiéncia de DF (UZATEGUI et
al., 2003).

Contudo, no Brasil o DEN-3 ap6s dois anos de sua introducdo foi associado a uma severa
epidemia devido as manifestacfes clinicas e ao nimero de 6bitos (NOGUEIRA et al., 2005).
Desta forma, ndo podemos afirmar que em Manaus a falta de associagéo entre 0 DEN-3 e casos
de DHF sgjam ocasionados pel os mesmos fatores observados na Colémbia e Venezuela, devemos
considerar a viruléncia da cepa circulante, os fatores individuai s e epidemiol 6gicos.

Em relacéo ao virus DEN-4 observamos a mesma sintomatol ogia apresentada nos casos
de DEN-2 e DEN-3, com exce¢do dos casos citados de co-infeccdo com DEN-3, os demais

pacientes positivos para DEN-4 apresentaram quadro clinico caracteristico de dengue cléssica.
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5.6 Co-infeccao

Em outro caso de co-infecgéo entre os virus DEN-2/4 a sintomatologia foi caracteristica de
dengue classico. Somente os dois casos citados acima entre DEN-3/4 apresentaram um quadro
clinico caracteristico de DHF confirmado clinica e laboratorialmente segundo os critérios da
World Health Organization (WHO, 1997). E preciso considerar em relacdo & amostra AM2112,
procedente da Venezuela, que este pais possui 0s quatro sorotipos e a transmissao e infeccao
humana por varios virus dengue, o que aumenta o risco para DHF (RICO HESSE et al., 1997,
WATTS et al., 1999). Entretanto, outros fatores devem ainda ser considerado além da viruléncia,
entre eles aquele relacionado ao proprio hospedeiro: idade, raca, enfermidades cronicas como
asma, diabetes e anemiafalciforme (HALSTEAD et al., 1970; GUZMAN, 2005).

A co-infeccdo autéctone no Brasil foi descrita pela primeira vez em 2001 na cidade de
Barretos - S0 Paulo com os sorotipos DEN-1 e 2 em um paciente que apresentava DF (SANTOS
et al., 2003). Outro caso de co-infeccdo ocorreu em 2005 entre DEN-2 e 3 durante uma epidemia
no Ceard, o paciente apresentava DF e se recuperou totalmente (ARAUJO et al., 2006). Dengue
classica sem complicacdes em casos de co-infeccdo tem sido observada também por outros
autores contrariando a hipétese que a infeccdo simultdnea com os virus dengue permitem o
aparecimento da forma mais severa da doenca (GUBLER et al., 1985; SANTOS et a., 2003).
Considerando que os sorotipos DEN-2 e 3 podem levar a DHF, no Brasil, entretanto ndo ha
registros de DHF associado ainfecgdo simultanea.

Como podemos evidenciar o sorotipo DEN-4 esteve associado a oito casos sendo trés deles
co-infeccdo, ndo evidenciamos sintomatologia mais grave nos casos de infeccao individual por
este sorotipo ou associado ao sorotipo DEN-2. Situagdo semel hante tem sido observada desde sua

introducdo nas Américas em 1981. A cepa designada como subtipo |1 rapidamente foi distribuida
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por toda regido causando DF, porém somente casos esporadicos de DHF/DSS (GUBLER, 1998).
No Brasil durante o surto ocorrido em Roraima, todos 0s casos tiveram evolugdo benigna e ha
evidéncias que a transmissdo ocorreu a partir de pessoas infectadas no Caribe, Colémbia e/ou
Suriname (OSANALI, 1984).

Na Colémbia casos de DHF foram mais fregiientes em pacientes infectados por DEN-2 do
gue por DEN-3 ou 4 (OCAZIONEZ et al., 2006). Sabe-se que no México os virus DEN-4 tem
sido associado com DF (MONATH et al, 1996), no entanto, este sorotipo também foi implicado
em epidemias de DHF em 1984 (LORONO et al., 1993) e a um caso fatal de DHF (RAMOS et
al., 1998).

Durante a epidemia ocorrida em Roraima a identificagdo dos sorotipos DEN-1 e 4 foi
realizada através de técnicas sorolégicas e do isolamento viral. Em nosso estudo 0s sorotipos
DEN-2, 3 e 4 foram detectados por diferentes técnicas, nossa preocupacao com aidentificagdo do
DEN-4 aumentou o cuidado com a exatiddo dos resultados assim. Repetimos a PCR, o
seglenciamento e ainda clonamos 0s amplicons para seqlenciarmos novamente, para que
nenhuma davida pairasse sobre nossos resultados. Em 1981/82 essas tecnologias ainda ndo
estavam disponiveis com a mesma facilidade de hoje, e como o proprio autor (OSANAI, 1984)
citafoi uma situagdo emergencial, em frente auma epidemia. Fica claro, portanto, que as técnicas
classicas de sorologia e isolamento viral, s8o muito importantes em um estudo, mas € necessario
confirmar estes resultados com as metodologias hoje existentes que além de serem mais rapidas
podem auxiliar na conclusdo dos casos clinicos que ndo foram elucidados pelas técnicas
cléssicas.

Neste ponto ressaltamos mais uma vez que para as amostras com co-infecgdo durante as

reacOes de Nested PCR com todos os iniciadores de tipagem em uma Unica reacdo, somente 0S
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outros sorotipos eram visualizados no gel de agarose. E provavel que os titulos virais de DEN-3 e
DEN-2 fossem mais elevados do que DEN-4. Somente no isolamento vira e no PCR com
iniciadores especificos usados separadamente foi possivel detectar este virus, isto deixa claro a
freqiéncia cada vez maior do sorotipo DEN-3 e a introducéo e estabelecimento de um novo

sorotipo.

5.7 Recombinagao

As andlises de sequiéncias do genoma dos virus dengue mostram gque a recombinagdo é um
importante mecanismo responsavel pela diversidade dos virus dengue (HOLMES et a., 1999;
TOLOU et d., 2001; WOROBEY et a., 1999) embora as trocas genéticas entre as cepas
raramente sdo registradas em virus RNA fita simples de polaridade positiva (LAI, 1992). Este
mecanismo associado a mutacdo pode ser um importante fator envolvendo variacdo genética dos
virus dengue. Santos et al. (2003) sugere que o papel da recombinacdo na diversidade dos virus
dengue deve ser investigado, e as cepas isoladas de casos de co-infecgdo natural podem ser bons
model os para estes estudos.

O primeiro registro de recombinacéo em populagdes naturais do virus DEN-1 foi observada
na cepa brasileira (BR/90), isolada de um paciente com DF na epidemia do Rio de Janeiro em
1990/91, e na cepa da Guiana Francesa (FGA/89), coletada de um paciente com DF (ambos os
virus foram descritos por Despres, Frenkiel, e Deubel 1993). Para ambas as cepas a andlise
identificou as segliéncias de Jamaica e Singapura como mais proximas para os diferentes
segmentos recombinantes. N&o se sabe se a recombinacéo ocorre em hospedeiro co-infectado
com multiplas cepas ou dentro do mosquito vetor que se alimenta em diferentes hospedeiros.

Contudo, quando os virus infectam uma unica célula, é possivel que a recombinacdo ocorra
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através do mecanismo de escolha da cdpia se a RNA polimerase redlizar trocas entre os genomas
durante areplicacéo vird (HOLMES et al., 1999).

A andlise do genoma completo, especialmente dos genes do capsideo e de membrana, em
um estudo realizado na Venezuela, propds que os virus DEN-2 isolados podem ser
recombinantes, especialmente a cepa MARA4 que varia de acordo com a regido do gene usada
para analise, provavelmente devido a circulacdo na mesma localidade ocasionando a co-infecgdo
dos gendtipos Asidtico e Americano (UZCATEGUI et al., 2001). Neste estudo ndo foram
observadas diferencas entre as cepas de DF ou DHF/DSS na seqliéncia do gene E, sugerindo que
este gene sozinho ndo pode determinar a severidade da doenca, estes resultados est&o de acordo
com outros estudos sobre o0s genétipos asiéticos de DEN-2, (LEITMEYER et a., 1999), logo na
expressdo da doenca deve-se considerar outros fatores tais como, ambientais e do hospedeiro.

Em nossos resultados verificamos uma forte evidéncia para a recombinacéo entre diferentes
sorotipos de uma amostra coletada de paciente procedente da Venezuela, este tipo de
recombinacéo é considerado raro ja que os sorotipos diferem substancialmente na sequéncia.
Contudo, este tipo de recombinacdo pode ter um papel importante no desenvolvimento de cepas
com novas propriedades fenotipicas, incluindo o aumento na viruléncia e potencia de
transmissdo (HOLMES et ., 1999).

Toda evidéncia de recombinacdo nos virus dengue tem sido por andlise comparativa de
sequéncias, via a identificacdo de arvores filogenéticas incongruentes. Contudo, esta ferramenta
tem sido usada para detectar a recombinag&o e tem sido usada em muitos sistemas virais. E claro
que h criticas em relago a avaliagdo filogenética (HOLMES & TWIDDY, 2003; CRAIG et al.,
2003), contudo ela pode detectar a recombinacdo entre sequéncias que sdo relativamente

divergentes. Sob este critério a evidéncia de recombinacdo em dengue é forte (HOLMES &
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TWIDDY, 2003; CRAIG et a., 2003). Além disso, ndo ha nenhuma razéo bioldgica para que os
virus dengue ndo recombinem. De fato, a recombinagdo tem sido demonstrada em outros
membros da familia Flaviviridae (COLINA et a., 2004), e o grande niumero de humanos e

mosquitos infectados com o virus dengue pode resultar em recombinactes (HOLMES, 2006).

5.8 ANALISE EVOLUTIVA

Por sequenciamento foi demonstrada a distancia genética entre 0s sorotipos como
observado na Tabela 8, demonstrando altos valores entre eles, nossos resultados corroboram com
os dados que indicam 7% de homologia entre os sorotipos (KOURI, 1997). Em relacdo aos
gendtipos 0 maximo de divergéncia de nucleotideos encontrada no gene que codifica a proteina E
foi de 20% para DEN-2, 12,3% para DEN-3, 6,9% para DEN-1 e 4,9% para DEN-4, a razdo de
mutacdo randdmicafoi de 0,1-0,2% por ano nos virus dengue, indicando evolucéo genética muito
baixa, refletindo a pressdo e limitacdo sobre a evolugdo do virus dengue imposta pela necessidade
do mesmo ser replicado em mosquitos e humanos (WEAVER et al., 1991).

A porcentagem maior das bases adenina e guanina podem indicar mutagdes do tipo
transicdo, substituicdo de uma purina por outra purina ou de uma pirimidina por outra, ao
contrério das transversdes em que uma purina € substituida por uma pirimidina ou vice-versa, o
primeiro tipo € mais freguiente e foi observada em outros trabal hos realizados com o virus dengue
(FONG et a., 1998). Outros trabal hos observaram mudancas de nucleotideos em 38 posi¢des da
regido sequenciada E/NS1 onde a maioria das substitui¢des de coédon foram do tipo silenciosas,
pois ndo houve mudangas nas seqiiéncias de aminoacidos (FONG et al., 1998). Nossos resultados
referentes a substituicéo de nucleotideos indicando mutagdes do tipo transicdo eram esperados,

pois as proteinas C-prM sdo regifes muito conservado dos virus dengue.
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Os virus RNA sofrem varias mutagbes, a razdo de mutagdo ndo tem sido medida
diretamente nos virus dengue, estimativas de ~1x10™ substituicBes por sitio, por ano s& da
mesma ordem de magnitude vistas em outros virus RNA (HOLMES, 2006). Quando se une a alta
razdo de replicagdo e o tamanho de populacdo, as elevadas razbes de mutacéo significam que os
virus dengue mostram abundante variagdo genética, dentro e entre os hospedeiros, mas nao
significa necessariamente gque estes virus formam quasiespecies (presenca de varias popul agoes
virais em um mesmo hospedeiro) (LIN et al., 2004; WANG et al., 2000). Na realidade o que
define quasiespecies € uma forma particular de mutagdo — selecdo mais do que a presenca de
diversidade genética (HOLMES, 2006).

A presenca de gquasiespecies em um mesmo hospedeiro tem sido demonstrada (WANG et
al., 2002), também tem sido comprovada a recombinacdo entre as cepas possivelmente devido a
circulacdo smultdnea de gendtipos diferentes de um sorotipo em um mesmo hospedeiro
(TWIDDY & HOLMES, 2003; HOLMES & TWIDDY, 2003).

Os gendtipos de dengue ndo sdo entidades fixas (HOLMES et al., 1999). A recombinacdo
tem sido documentada dentro de todos os quatro sorotipos, mas ndo € claro como ela tem
determinado a evolucdo do virus, embora o torne mais eficiente para explorar e adaptar-se mais
eficientemente e também para remover aelos deletérios. E relativamente baixo o nivel de
recombinacdo documentado, 0 que sugere que € mais uma ocorréncia esporadica a mercé da
oportunidade ecoldgica do que seletivamente determine o traco que aumenta a forma vira
(HOLMES & TWIDDY, 2003).

Ainda ndo se sabe o significado destas afirmagdes, a diversidade genética dos virus
dengue pode ocasionar 0 aparecimento de cepas com maior capacidade de replicacdo, de mais

facil transmissdo ou mais virulentas (GUZMAN et al., 2006).
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5.9 ANALISE FILOGENETICA

Conforme a arvore filogenética gerada baseada na regido C/prM, ha forte evidéncia de
gue todos os virus DEN-3 analisados neste estudo pertencem ao gendtipo 111 junto com as cepas
indiana, brasileira e um grande nimero de cepas geograficamente diversas. Todos os virus DEN-
3 isolados no Amazonas estavam muito proximos a cepa indiana GWL-60 (N° de acesso
AY770512) e acepabrasileira BR-74886 (N° de acesso AY 679147).

O subtipo |11 esta relacionado a surtos de DHF em provincias da india, indicando que este
virus é facilmente transmitido aos humanos e mosquitos e pode adaptar-se a novas areas (DASH
et a., 2006). No Brasil, a predominancia do virus DEN-3 dois anos apds sua introducéo em 2000,
foi associado a epidemias mais severas em termos de manifestagdes clinicas mais graves, e ao
numero de mortes causado por este sorotipo (NOGUEIRA et al., 2005). Vinte e duas cepas foram
classificadas como subtipo 11 de DEN-3 (MIAGOSTOVICH et al., 2002), a similaridade destas
cepas a outras representadas pelo mesmo gendtipo 111 variou de 96% a 98% e de 98 a 99% para
as sequiéncias de nucleotideos e aminoacidos, respectivamente. Estes dados demonstram que este
virus esta circulando em todo mundo, indicando novamente seu alto potencial de distribuicao,
adaptacdo e dominio em diversas areas geogréficas do mundo, este subtipo tem sido implicado
em epidemias de DHF na Asia, Africa e Américas, e tem ato potencial para causar uma

pandemia de dengue (MESSER et al., 2003).

O estudo do genoma destas cepas talvez possa elucidar algumas questdes tais como a

baixa frequéncia de casos hemorragicos de dengue em uma cidade com circulagdo simultanea
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agora de quatro sorotipos. O DEN-4 sozinho pode ou ndo ser capaz de causar casos mais graves?

| sto acontece somente em associagao com 0 DEN-3?



99

6. CONCLUSOES

1- Utilizando o isolamento viral e técnicas moleculares foi identificado pela primeira vez no
Amazonas um caso autoctone de DEN-4; a co-infeccdo entre DEN-2 / DEN-4 e DEN-3 / DEN-4;
a grande incidéncia de DEN-3 em relacdo ao DEN-2 e DEN-4, e a auséncia do DEN-1,
demonstrando a situacéo epidemiol 6gica do dengue em Manaus.

2- N&o foram observadas mudancas em relagéo afaixa etéria mais atingida; a positividade ainda é
maior entre adultos de 15-40 anos, e homens e mulheres foram igual mente infectados.

3- Em Manaus os bairros das zonas Centro-Oeste, Sul e Oeste apresentaram maior nimero de
positivos.

4- ManifestagBes clinicas mais severas foram observadas somente em dois casos com infecgdo
simultanea dos sorotipos DEN-3 e 4. A viruléncia das amostras deve ser considerada, no entanto
€ necessario levar em conta os fatores do proprio hospedeiro.

5- Ha forte evidéncia que os virus DEN-3 analisados pertencem ao gendtipo Ill. Pois as
sequiéncias encontradas no Amazonas estdo mais proximas da sequiéncia asiética e da sequéncia
brasileira.

6- Os virus DEN-2, DEN-3 e DEN-4 foram identificados por RT-PCR, em amostras negativas
pelo isolamento viral. Isto enfatiza que 0 RT-PCR deve também ser usado em estudos
epidemiol 6gi cos, especial mente quando outras metodol ogias séo inconclusivas.

7- Somente pelo sequenciamento do produto de PCR foi possivel concluir os casos de co-
infeccdo, detectar a recombinacdo entre 0s sorotipos e identificar os gendtipos circul antes.

8- Foi verificada uma forte evidéncia de recombinacéo entre os sorotipos DEN-2 e DEN-4

verificada pela reacdo de seqlenciamento apOs a clonagem. A caracterizacdo genética desta
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amostra em particular e sua associagdo com a viruléncia, sO podera ser concluido pela

continuacao destas pesquisas.

9- Primeira deteccdo de DEN-4 em Manaus, Amazonas e o primeiro isolamento deste sorotipo no
Brasil durante os dltimos 25 anos. Este resultado reforca a necessidade de estudos
epidemiol 6gicos usando técnicas classicas e moleculares para o estudo e vigilancia de doengas

emergentes e re-emergentes.
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—E =
W FMT-AM D
‘w Fundagso de Medicina Tropical do Amazonas

Manaus, 28 de Dezembro de 2007.

Ao Investigador Principal
Regina Maria Pinto de Figueiredo
Fundacao de Medicina Tropical do Amazonas

Referente ao estudo intitulado: “Variabilidade genética do virus dengue, DEN-1
e DEN-2,no Estado do Amazonas, Brasil" .

Protocolo N°: 272/2005 CAAE:0004.0.114.000-05

Prezada Sra. Regina Maria Pinto de Figueiredo,

O Comité de Etica em Pesquisa da Fundacio de Medicina Tropical do Amazonas
tomou conhecimento da solicitacdo feita por meio do Memo ARBO 32/2007 e
aprovou o seguinte protocolo referente ao estudo supracitado:

1. Alteracdo do titulo inicial do projeto para: “Caracterizacdo molecular e
epidemiolégica dos virus dengue no Estado do Amazonas”.

Atenciosamente,

Laiz Carlos de Limia Ferreira
Coordencdar da £ teas entPesnuisa
FRAT-ANA

DEPARTAMENT? DE FESQUISA-DEP
AV PEDRO TRTWER A 7% - RATRRO T PRTMROAT - S0D AD b LTAN ATTE. AR A PAKTA € BB sarr




ANEXOII
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Coordenador (a): ReginaMaria Pinto de Figueiredo M,Sc

Instituicdo: Fundagéo de Medicina Tropical do Amazonas

Titulo: Caracterizagdo molecular e epidemiol 6gica dos virus dengue no Estado do Amazonas.
Patrocinador: CNPqg

Descricao e objetivo do estudo

Aplicagdo de técnicas moleculares naidentificacdo dos virus Dengue circulante no Amazonas,
com caracterizagcdo imunol dgica e biomolecular, em adi¢éo identificar os gendtipos que circulam
no Amazonas e sua associacdo com as formas mais severas da doenca, correlacionar 0s aspectos
clinicos e laboratoriais mais importantes dos casos de Dengue, Febre Hemorréagica do Dengue
(DHF) e da Sindrome de Choque por Dengue (DSS), com os gendtipos existentes em cada
sorotipo, estabel ecer significancia clinica entre os genétipos identificados, Comparar 0s
resultados obtidos através do sequienciamento de parte dos genes C e prM dos sorotipos de
dengue com as sequiéncias depositadas no GenBank.

Eu recebi a explicacdo de que eu participarei deste estudo. Minha participacéo € absolutamente
voluntaria se eu voluntariamente concordar em participar deste estudo, eu permitirei que uma
amostra de sangue da fase aguda coletada (5 ml de sangue das criancas e 10 ml dos adultos) por
puncdo venosa para a realizacdo de um hemograma completo e posteriormente para o isolamento
viral, nesta ocasido por puncdo digital serafeito o exame de malaria. Apos cinco dias, uma
amostra da fase conval escente serd obtida para teste através da reacdo de do ensaio
imunoenzimatico contra o virus dengue.

Nem diferentes testes laboratoriais serdo realizados e nem eu precisarei de hospitalizacdo. Antes
da coleta de sangue responderei a um questionario com dados clinicos, demograficos e

epidemiol 6gicos.

O preenchimento deste questionario e a primeira col eta seréo realizados em apenas uma ocasi &0,
apos cinco dias como citado acima sera ef etuada a segunda col eta.

Riscos associados ao estudo

Retirada de amostra de sangue: 0 seu maior desconforto € no momento em que a pele for ferida
por uma agulha.

Beneficios

Participando neste estudo, eu estarei contribuindo parao conhecimento das causas de doencas
febris e paraaimplantacéo do diagndstico molecular do virus dengue em Manaus.
Confidencialidade e avaliagdo dos registros

Minha participacdo neste estudo sera confidencial e os registros ou resultados dos testes
relacionados serdo mostrados apenas a representantes da FM T, bem como a autoridades
normativas nacionais e internacionais, com o objetivo de garantir informacdes de pesquisas
clinicas ou parafins normativos. Minha identidade permanecera sempre em confidencialidade.
O patrocinador me assegura que isto acontecerd, de acordo com as normas/ leis regulatorias de



protecdo nacionais ou internacionais.

Direito aretirada do estudo

Eu tenho o direito de fazer qualquer pergunta referente aos riscos potenciais ou conhecidos
durante a participacdo neste estudo.

Eu serei notificado com referéncia a qualquer nova informac&o rel acionada com o estudo, eu
serel capaz de contatar Dra. Regina Maria Pinto de Figueiredo, cujo nimero de telefone é 2127-
3450. Eu tenho direito de retirar minha participacdo neste estudo a qualquer momento.
Participacdo voluntaria

A minha participacdo neste estudo é voluntaria. Se eu (ele/ela) recusar a participacdo neste
estudo, ndo havera qualquer tipo de retaliacdo ou perda de beneficios a que eu tenha direito.
Eu tenho direito de manter uma copia assinada deste documento.

Consentimento pos- informagéo
Apobs ter recebido informagdes claras, eu concordo com minha participacdo neste estudo.

Paciente ou Representante Legal

...... [eiid.......
Pesquisador Responsavel Data



ANEXO I

Solicitacéo de Sorologia para Doengas Emer gentes

N[V REGISTRO:.......ooooooeoeeeeeeereeeeneen

DATA DE NASCIMENTO:........covooreereeereree IDADE:.......SEXO: M ( ) F( )

RES oo sesessees et =0 N[

BAIRRO: MUNICIPIO ESTADO.___

BAIRRO ONDE TRABALHA:

VIAJOU FORA DE MANAUS+/- 15 DIASANTES DO INiCIO DA FEBRE: () LOCALIDADE

HOUVE CONTATO COM DOENCA EXANTEMATICA?( ) QUAL (S)/ONDE?

PROCEDENCIA ( ) 1. AMBULATORIO 3. ENFERMARIA 5.UAR

2. ANATOMIA PATOLOGICA 4.PALEITO: 6. OUTROS:
DATA DE INICIO DOS SINTOMAS / /
( ) FEBRE ( YMIALGIAS  ( )EXANTEMA ( ) SANGRAMENTO ( )VOMITO

( ) CEFALEIA ( ) ARTRALGIAS () FOTOFOBIA ( )RIGIDEZ NA NUCA ( ) LINFONODOS
( ) DOR GLOBO OCULAR ( )DOROSSEA ( )ICTERICIA () SINDROME RESPIRATORIA

INDICACAO PARA EXAME: ( )

1. CANDIRU 6. FEBRE AMARELA  11. OROPOUCHE

2. DENGUE 7. GUAMA 12. PARVOVIRUS B-19
3. ENCEFALITE E. VENEZUELANA 8. HANTAVIRUS 13. RUBEOLA

4. ENCEALITEE. LESTE 9. ILHEUS 14. SARAMPO

5. ENCEFALITEDE SAOLUIS 10. MAYARO 15.

OBSERVACOES:

NOME E/OU CARIMBO DO REQUISITANTE:

DATA DA COLETA DA AMOSTRA: / / TIPO: NUMERO:



ANEXO IV
Protocolo para o testedeElisa-IgM- Dengue

Preparacdo da placa: lavar a placa5x com PBS pH7.4 e baté-la suavemente até que seque.
Sensibilizac&o: cobrir cadawell com 100 de anti IgM humana diluida em tamp&o de
carbonato pH9.6.

Incubar overnight a 4°C.

Cémara imida.
Lavar aplaca5x. Secar.

Bloqueio: colocar 150u de PBS+BSA 4% em cada well.
Incubar 30 min. em temperatura ambiente (TA).

Cémara imida
Lavar aplaca5x. Secar.
Soros e controles: distribuir 50ul dos soros atestar e controles na diluicéo de 1:40 em
PBS+BSA 0,5%.
Incubar 1 hora a 37°C em cdmara Umida.
Lavar aplaca5x. Secar.
Antigeno: colocar 50Ul do antigeno dengue ( pool de antigeno DEN-1+DEN-2+DEN-3)
diluido em PBS+SHN 20%.
Incubar overnight a4°C. D1=1/10 F.A=1/30
Cémara Umida D2=1/20
Lavar aplacabx. Secar. D3=1/25
Conjugado: colocar 25u de HRP conjugated 6B6C-1 monoclonal antibody/Jackson
imuno research diluido em PBS+SHN 20%.
Incubar 1 horaa37°C. 1/6000
Cémara Umida
Lavar aplaca 7x. Secar.
Substrato: colocar 100ul de substrato ABT S(solugdo A+solucéo B a 50%).

Incubar 1 horaa 37°C.

Leitura: ler a placa em espectrofotdmetro (multiskan) com filtro 405nm.



Obs. A anti-lgM humana, o antigeno e o conjugado séo previamente titulados para determinar

diluicdo otimaa ser utilizada no teste.



ANEXOV
Protocolo de Extragéo com QlAamp Viral RNA Mini Spin Protocolo

1. Pipetar 560 pl do Buffer AVL contendo Carrier RNA em um tubo de 1.5 ml.

2. Adicionar 1404l de plasma, sor o, urina, sobrenadante de cultura de células, ou fluido
do corpo livre de células em um tubo com Buffer AVL/Carrier RNA. Misturar por 15
segundos (pode usar o vortex).

Incubar atemperatura ambiente (15 — 25 °C) por 10 minutos.

4. Centrifugar rapidamente pararemover goticulas do lado da tampa.

5. Adicionar 560l de etanol 100% (gelado) na amostra, misturar vortexando por 15
segundos. Apos misturar centrifugar rapidamente para remover goticulas do lado
interno da tampa.

6. Cuidadosamente aplicar 630 Wl da solugdo do passo 5 na coluna QIAamp ( em um
tubo de 2ml). Centrifugue a 6000 x g (8000 rpm) por 1 minuto. Coloque a coluna em
tubo de coleta limpo, e descarte o tubo contendo o filtrado.

7. Cuidadosamente abra a coluna, e repita 0 passo 6.

8. Cuidadosamente abraa coluna, e adicione 500 pl do Buffer AW1. Centrifugue por
8000 rpm por 1 minuto. Cologue a coluna em tubo de 2ml (provido), e descarte o tubo
contendo o filtrado.

9. Cuidadosamente abra a coluna e adicione 500 pl do Buffer AW2. Centrifugue atoda
velocidade (14000 rpm), por 3 minutos. Continue diretamente no passo 10, ou para
eliminar qualquer chance de haver Buffer AW2, execute 0 passo 9a, e entdo continue
no passo 10.

9a (Opcional): Cologue a colunaem um tubo de 2 ml ( NAO PROVIDO) e descarte o

tubo contendo o filtrado. Centrifugue atoda velocidade por 1 minuto.

10. Cologue a coluna em um tubo de 1.5 ml (identifiqgue como RNA e o0 niUmero da
amostra). Descarte 0 tubo contendo o filtrado. Cuidadosamente abraa colunae
adicione 60 Yl do Buffer AVE equilibrado a temperatura ambiente. Incubar por um

minuto em temperatura ambiente. Centrifugue a 8000 rpm por 1 minuto.



ANEXO VI

TabelaX. Sitios Varidveis

[ 1111 111111221171 1112111221 1111211121 1111111 111 1111111111 1111111111 ]

[ 1111111 1222222333 33444445537777778 8999990000 0000111111 2222233334 4444445556 6666667777 7777888888 8889999999 |
[ 1780123467 9025689124 7801346902 5801347898 9012470123 4569125689 1234723692 3456782670 2B36BFBB123456 7890123467 |
#D00503Dengueypel_{ Denguel} ACAGAAATGG AAGTTTAAGA CCAAATTAGC ATAATTGCTC TCATCGGAAT GGAGTCAGGT ACGGTAAAAC TCAAACTACA AGCAGGAGAA AGATRGBGACCTC
#Dengue2pr _DQB64518_{ Dengue2} GATA...C.T C..CC. GG G ..TCT. C. AA CAG ACAAAA A . A AATCA AA.C..T.T. GA AGGG GI GG .T5GC..C ACG C.GAA.CAGG .G . A TG T

#Denguetype2_{Dengue2}  ?2??2227222 2222222222 2222227222 222722277 A A . ATAATCA AAGT. TT. TC GA. ACGG GT GG . GGC. TCADS T.. A .. AGG ....A . A .
#DENGUE3AY679147BR_{ Dengue3} GA. .. .. T..GC..T..C...... TA. GA.A.C....TCG .. GC TG CC GAAAC. GGG . .C..AAC... .AGEG TC LTCT. .
#714Dengue_D3_{ Dengue3} GA. . T..GC..T . TAGC....AAC. .. ... GGG AGQA CG TC..TCT..
#D 711_{ Dengue3d} GA .. T..GC..T.. TAGC....AAC. .C..AAC. . .- .@GAATC. . TCT. .
#D_719_{ Dengue3d} LA T..GC..T.. TAGC....AAC. . .ABEA . CG TC..TCT. .
#D_720_{ Dengue3} GA T..GC..T .. TAGC....AAC CG . ..C..AGA.CG TC..
#D_175_{ Dengue3} GA . T..GC..T.. . TAGC....AAC

#D_722_{ Dengue3} GA . T..GC..T.. . TA.GC....AAC

#D_728_{ Dengue3} GA T..GC..T..C TAGC....AAC...

#735Dengue_D3_{ Dengue3} GA. T..GC..T.. TAGC....AAC. ..

#D_738_{ Dengue3} GA . T..GC..T.. TAGC....AAC

#739Dengue_D3_{ Dengue3} GA . T..GC..T.. TA.GC....AAC

#D_751_{ Dengued} GA .. . T..GC..T..C...... TAGC....AAC.

#D_1801_{ Dengue3} GA....... T..GC..TC TA.GC....AAC..

#D_1197_{ Dengue3} GAG . CT..GC..T.. TAGC....AAC.

#1060engue_D3_{ Dengue3} A .. T..GC..T.. . TAGC....AAC.

#D_1132_{ Dengue3} GA . T..GC..T.. . TAGC....AAC

#1101_{ Dengue3} GA . T..GC..T.. . TAGC...AAC...

#Cl oneRNG D3_A12_{ Dengue3} GA .. . T..GC..T..C...... QA ..AAC....TCG ..GC T

#0l one750_3D_B05_{ Dengue3} GA....... T..GC..T..C...... TAGC....AAC ... Tl

#18203_D1_{ Dengue3} @A .. T..GC..T.. . TA.GC....AAC.

#660A_D1_{ Dengue3} Y CT..GC..T.. .. TACGC...AAC

#72103_DI_{ Dengue3} T..GC..T.. . TAGC....AAC

#73603_D1_{ Dengue3} T..GC..T.. . TA.GC....A.A.TCG .

#737Dengue_D3_{ Dengue3} T..GC..T..C...... TAGC....AAC.

#938Dengue_D3_{ Dengue3} ..GC..T..C...... TAGC....AAC.

#D_756_{ Dengue3} T..GC..T.. CTAGC...AAC.

#D_981_{ Dengue3} T..GC..T.. . TAGC....AAC

#1402D3_{ Dengue3} T..GC..T.. . TAGC....AAC

#D_1624_{ Dengue3} .. . T..GC..T. TAGC....A AC

#AY947539_DENGUE4_{ Dengue4} TACGGA. . GCEACAG TTGC. GCTT. CAG. . CAAAA CAG G A . C AAGC. .. AAC GACTAGGGGA GBCCG. C..C T.TG A A G AACA. T GCRAT. G

#D256_DL_{ Dengued} ..TACGGA . GCAA C. CAG TTGC. GCTT. CAG . CAAAA CAG G A . C AAGC. . . AAC GACTAGGGGEG GGOCG C. . CAT.TG./G AA A T G CAT.®T
#C oneD239_A09_{ Dengued} .. TACGGA. . GCAA. C. CAG TTGC. GCTT. CAG . CAAAA CAG G A. . C AAGC. . . AAC GACTAGGGGA GGOCG C.. CAT.TG./& AA A T G CAT.-&T
-16 %0%92?%%%@9”9“94@0&3& - TG, cABMcE BRFTT TERCCERAR AR, EARABCY. . RN BReTARE BHERERE € £ T T8 A/a: TeeGeAf &cT G CATE
#0l one750 A9TRD6_{ Dengue4) . GCAA. C.CAG TT@ITG CAG . CAAAA CAG G A.. C AAGC. .. AAC GACTAGGGGA GBCCG C..C T.TGA ... ..GAAA T G-@T. G
#Cl one RNG_D4_CD4_{ Dengued)  ..TACGGA . GCAA C.CAG TTGC GCTT. CAG . CAAAA CAG G A . C AAGC. .. AAC GACTAGGGGG GGOCG C.. C T. TG A.AA A TGG CAT. 6CT

#Cl oneChi neraRNG_D4_{ Chi ner a} | TACGGAA  GCAA C. CAG TTGC GCTT. CAG . CAAAA CAG G A . C AAGCC. . AAC GACTAGGGGA GGOCG.C. . C T. . .... ACG GEGAG.CA. . G .



[ 1 BIBIZB3IB ]
[ 9000000111 1111222333 3333444444 5555556666 6777777888 8888899999 0000001111 1112223333 5344464655777888 8899999999 ]
[ 8134567013 5679259023 568BIWB 0345672567 8012479123 4578901457 0367890125 6783470356 9256814573 6902589147 8901345679 ]
#D00503Denguet ypel {Denguel} ACTGCTGCAA CCCGGCTCGA CACCAGGGAG GGACACATAG CAGOGAGGGA -AATIG TGOCCTGCAT GTCTGCTCTT GGTTGAGTAG CAAGCCAACC CGGACGCTGG

#Dengue2pr_DQB64516_{Dengue2} .-TA TA.. .GA ...TA ..A CAAT.. AACACAC. G TG-.AAG GGAAAGT.C. CAAGAG AT. ..T..TC..G CACCTTA GA T..CG .GIT . TCC. AGACA
#Denguet ype2_{ Dengue2} . ACTA. . TGA .T. . A.CAAC.. AACACATC.. TGAAAAG GGAAAGC. C. C. AAAG ATC ACXB TGG C. CCTT..GA ... CGT..TT TTTC. AAGC.
#DENGUE3AY679147BR_{ Dengue3} .A AT..AG .A 'I'I'. CT .AGCT.TAA .... A .ACC. AC.TA.C. A
#714Dengue_D3_{ Dengue3} A .T..AG .ATT.CT. AGCT.TAA .... A.ACC . TA.C. A
#D_711_{ Dengue3} AAT..AG . A TT.CT. .AGCT.TAA ... A .ACC A.C.A
#D_719_{ Dengue3} A .T..AG .ATT.CT.. .AGCT.TAA ... A .ACC A CA
#D_720_{ Dengue3d} A .T..AG .ATT.CT.. LAGCT.TAA ... A .ACC C A
#D_175_{ Dengue3} A.T..AG .ATT.CT.. L AGCT.TAA ... A.ACC A C A
#D_722_{ Dengue3} _AAT..AG .A TT.CT.. LAGCT.TAA .... A.ACC A C. A
#D_728_{ Dengue3} A .T..AG .ATT.CT.. AGCT.TAA .... A.ACC A C A
#735Dengue_D3_{ Dengue3} LA .TAG .ATT.CT.. T LLAGCT.TAA .... A.ACC A CA
#D_738_{ Dengue3d} A .T..AG .ATT.CT.. _AGCT.TAA .... A.ACC .
#739Dengue_D3_{ Dengue3} AL CATT.CT. . LLAGCT.TAA .... A .ACC A.C.A
#D_751_{ Dengue3} AL CATT.CT. . .AG CT.TA A . .ACC CA
#D_1801_{ Dengue3} AL LA TT.CT.. TTA...AT.. ..CGCATGG G .AT.....--CACT ..AGCT.TAA .... ..ACC CA
#D_1197_{ Dengue3} LA LA TT.CTTTA.. . AT.. ..CGCATGG G .AT..... ..--CACT ..AGCT.TAA .... ..ACC CA
#1060Dengue_D3_{ Dengue3} LA ATT.CT.. TTA...AT.. ..CGCATGG G .AT.....--CACT ..AGCT.TAA .... ..A CC CA
#D_1132_{ Dengue3} LA ATT.CT.. TTA .. AT.. ..CGCATGG G .AT.....--CACT ..AGCT.TAA .... ..A C.C C A
#1101_{ Dengue3} LA A TT.CT..

#Cl oneRNG_D3_A12_{ Dengue3} AL

#Cl one750_3D_B05_{ Dengue3} AL

#182D3_D1_{ Dengue3}
#660A_D1_{ Dengu8}
#721D3_D1_{ Dengue3}
#73603_D1_{ Dengue3}
#737Dengue_D3_{ Dengue3}
#938Dengue_D3_{ Dengue3}
#D_756_{ Dengue3}
#D_981_{ Dengue3} .
#1402D3_{ Dengue3} 2227277

IR

N
N

Sy

~

#D_1624_{ Dengue3} A AT.? 2
#AY947539_DENGUE4_{ Dengued} G..A T.. . AA . ATC. ACCTTA GGC ABA. G GGGACCIC. .
#D256_D1_{ Dengued} G..AT. . ATC. ACCTTA. GG&C A A& .G GGBGACCTC. .
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ANEXO VII

25-Dec-2007
Dear Prof. Figueiredo:

We are pleased to inform you that your article "Importation of Dengue Type 4 Virusinto
Manaus, Amazonas, Brazil" has been accepted for publication in Emerging Infectious
Diseases. The article will undergo substantive editing for length, grammatical correctness
and journal style. The galleys will be sent to you for approval.

Thank you for sending us your article. We look forward to working with you in the
months to come.

Dr. D. Peter Drotman
Editor-in-Chief

Emerging Infectious Diseases
eidchief @cdc.gov
404-639-1960 (phone)
404-639-1954 (fax)
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