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Para tudo ha um tempo, para cada coisa ha um momento debaixo dos céus,
Ha um tempo para plantar e um tempo para colher.

Assim eu conclui que nada é melhor para o homem do que alegrar-se e
procurar o bem estar durante sua vida, e o que comer, beber e gozar do fruto

do seu trabalho é um dom de Deus.

Eclesiastes 3: 1-2, 12
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RESUMO

Atualmente, a dengue representa um dos maiores problemas em saude publica, pois ¢
causa de doenca e morte entre milhares de pessoas que residem nas regides tropicais €
subtropicais do mundo. Os virus dengue existem como quatro sorotipos virais (DENV-1 a
DENV-4) de acordo com diferencas antigénicas, sendo caracterizados grupos intra-tipicos
denominados genotipos. A vigilancia laboratorial possibilita a confirmagao diagnostica de
infeccdo por dengue e o monitoramento de sorotipos circulantes, através de técnicas
diagnosticas de rotina. Recentemente, o uso de técnicas moleculares tem contribuido para a
caracterizagdo ¢ monitoramento de genotipos potencialmente virulentos na vigéncia de
epidemias e melhor entendimento da biologia do virus. Esta tese de doutorado compreende
uma introdugdo que contempla uma revisao da literatura sobre dengue e dois manuscritos
que descrevem as pesquisas realizadas com enfoque no diagndstico laboratorial e
epidemiologia molecular. O primeiro manuscrito intitulado Laboratorial Surveillance of
Dengue Virus in Central-Brazil, 1994-2003, foi publicado no Journal of Clinical Virology,
2006 37 (3): 179-83. Neste estudo, apresentamos os resultados de uma vigilancia
laboratorial conduzida na cidade de Goidnia na regido Centro-Oeste do Brasil, desde a
introdugdo dos virus dengue em 1994 at¢ 2003. Casos com suspeita clinica de dengue
foram atendidos em unidades de satide e hospitais de referéncia da regido metropolitana e
os testes soroldgicos e/ou isolamento viral realizados no laboratério de referéncia estadual
— LACEN-GO. Nosso objetivo foi descrever sobre os sorotipos virais circulantes de
dengue nos anos de 1994 a 2003 e o seu papel nos desfechos clinicos de dengue na regiao
Centro-Oeste do Brasil e caracterizar sorotipos € genotipos ou subtipos gendmicos pela
RT-PCR e RSS-PCR em amostras selecionadas. O sorotipo DENV-1 foi identificado como

prevalente nos anos 1994 a 2002, sendo substituido por DENV-3 em 2003. Os adultos
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(87,4%) foram mais atingidos e a dengue classica a mais diagnosticada. A dengue foi
confirmada em 50% dos casos suspeitos de dengue incrementado pela RT-PCR. Os
genotipos ou subtipos gendmicos do DENV-1 e DENV-3 corresponderam circulantes no
pais. A infec¢ao pelo DENV-3 ndo sugere um papel relevante no aumento da gravidade da
doencga durante seu primeiro ano de dispersdo no Centro-Oeste do Brasil. O segundo
manuscrito, a ser submetido a publicagdo, foi intitulado Epidemiologia Molecular do Virus
Dengue tipo 3 em Goidnia — GO, 2005-2006. O objetivo desse trabalho foi caracterizar o
gendtipo circulante do DENV-3 isolado de amostras bem caracterizadas clinica e
laboratorialmente em Goidnia-GO/Brasil e analisar as alteragdes gendmicas encontradas.
Sete seqiiéncias regides prM/M/E, foram obtidas e analisadas em compara¢do com cepas
prototipo do DENV-3. As seqiiéncias do estudo apresentaram maior homologia com a
cepas do gendtipo III. O percentual de identidade nucleotidica das amostras do DENV-3
seqiienciadas variou de 97,0% a 99,6% e de aminoacidos 97,5% a 99,5%, mostrando-se
conservadas. A analise da seqiiéncia nucleotidica das amostras do estudo revelou mutagdes
silenciosas ¢ 14 substituicdes de aminoacidos na seqiiéncia da proteina deduzida do gene
prM/M/E. Em conclusdo, o estudo confirma que as cepas de DENV-3 da regido centro-
oeste pertencem ao genoétipo III. Alteragdes gendmicas significativas foram observadas ao
longo do dominio III da proteina E, as quais poderiam afetar a patogenicidade, entretanto
ndo foram consistentes entre as amostras de DCC e FHD. As amostras de pacientes com
dengue cléssica apresentaram alteragcdes em residuos de aminodcidos no dominio III
relatados como pontos de atenuagdo viral. Maiores investigagdes serdo necessarias para

confirmar as alteragdes encontradas e sua relacdo com as formas clinicas.

Palavras chaves: Virus dengue; genoétipo, epidemiologia molecular, seqiienciamento

gendmico.
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ABSTRACT

Nowadays, dengue constitute the major public health problem, because is relevant cause of
illness and death between thousands people that resident in the tropical and subtropical
regions in world. The dengue virus is classified as four serotypes (DENV-1, 2, 3 and 4)
according to antigenic differences and characterized intra-typical groups called genotypes.
The laboratorial surveillance enables the diagnostic confirmation of dengue infection and
monitoring serotypes circulating through the routine diagnostic techniques. Recently, the
use molecular techniques has contributed to characterize and monitoring of the genotypes
potentially virulent during epidemic and knowledge of biology of dengue virus. This thesis
was organized in an introduction section, that include a literature review on dengue, and
two manuscripts that describing the research conducted with focus on laboratory diagnostic
and molecular epidemiology. The first manuscript entitled Laboratorial Surveillance of
Dengue Virus in Central-Brazil, 1994-2003, was published at Journal of Clinical Virology,
2006 37 (3): 179-83. In this study we present the results of the virological surveillance for
dengue cases conducted in the city of Goiania (~1,200,000 population) from 1994 to 2003.
Suspected cases were from the main public infectious disease reference hospital and
outpatient clinics covering the metropolitan area. Serological and virus isolation tests were
conduced at the regional reference laboratory. Our objective was to report dengue
circulating serotypes from 1994 to 2003 and the role of distinct serotypes on dengue
clinical outcomes in Central Brazil and to characterize serotypes and genotypes by reverse
transcriptase PCR (RT-PCR) and by restricted site-specific PCR (RSS-PCR) patterns in
selected samples. Laboratory surveillance identified mainly DEN-1 serotype from 1994 to
2002 shifting to a high circulation of DEN-3 in 2003. The adults (87,4%) were the most

affected group and dengue fever accounted for the majority of the cases. Diagnosis of
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dengue was confirmed in ~50% of the suspected and enhanced by RT-PCR. RSS-PCR
patterns for DEN-1 and DEN-3 corresponded to the circulating subtypes in the country.
The infection DENV-3 did not suggest a major role of infecting DEN-3 in increasing
disease severity during its first-year spread in Central Brazil. The second manuscript, to be
submitted for publication is entitled: Epidemiologia Molecular do Virus Dengue tipo 3 em
Goiania — GO, 2005-2006. The objective of this manuscript was to characterize the
DENV-3 genotype circulating isolated from well-characterized clinical and laboratory
samples in Goiania-GO/Brasil. Seven samples had sequences of the prM/M/E region
obtained and comparative analysis was performed with the reference strains. The results
showed the homology of the genomics sequences with genotype III strains. The nucleotide
identity of the all the samples varied from 97.0% to 99.6% and the amino acid sequences
from 97.5% to 99.5%. The analysis of the nucleotide sequence revealed silent mutation and
14 amino acid changes in the protein deduced from gene prM/M/E. In conclusion, the
study confirms that the strains of DENV-3 in Central Brazil relate to genotype IIl. The
genomic changes along Domain III of the protein E were observed, which could affect the
pathogenicity, but were not consistent between samples of DCC and DHF. Samples of
patients with dengue fever had mutations related to viral attenuation. More investigation is

necessary to evidence of genomic changes found in relationship with clinical forms.

Keywords: Dengue virus; genotype, molecular epidemiology, genomic sequecing.
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INTRODUCAO




A dengue ¢ uma doenga infecciosa causada pelos virus dengue (DENV-1, DENV-
2, DENV-3 e DENV-4) transmitida ao homem pela picada do mosquito Aedes aegypti ¢
caracterizada por um espectro de manifestagoes clinicas desde a Febre da Dengue (FD) ou
dengue classica até a Febre Hemorragica da Dengue (FHD) e a Sindrome do Choque de
Dengue (SCD), a forma mais grave da doenga. Estd amplamente distribuida pelas regides
tropicais e subtropicais do mundo, em decorréncia da expansdo do vetor nos ultimos 30
anos, constituindo um problema global de satide publica pela crescente incidéncia de casos
e a emergéncia da febre hemorragica da dengue, importante causa de mortalidade. Cerca
de 50 milhdes de pessoas adoecem anualmente por dengue e mais de 500 mil desenvolvem
FHD, afetando o sistema de saude, o trabalho e o turismo com repercussdes economicas e
sociais (Pinheiro & Corber 1997, Gubler 1998, Halstead 2007, Harving & Roesholt 2007,
WHO 2008).

A expansdo das epidemias de dengue ocorreu em parte pela falta de uma vacina
disponivel contra a doenga e por fatores que reconhecidamente contribuiram para a
dispersao do vetor: o crescimento global da populacdo e urbanizagdo ndo planejada,
problemas com infra-estrutura de saneamento basico, falhas no controle efetivo do
mosquito, aumento do uso de produtos ndo biodegradaveis, mudangas climaticas e o
aumento das viagens aéreas favorecendo o maior deslocamento entre populagoes (WHO

1997, Gubler 1998, Torres 2005).

Nesse contexto, um maior investimento em pesquisas na busca de melhor
entendimento sobre a doenca tem sido a preocupacdo de organismos internacionais. Em
2002, a Organizagdo Mundial de Saude organizou uma Conferéncia em Biotecnologia e
Gendmica em Beneficio da Saude com a participacdo de renomados cientistas que
discutiram sobre pesquisas em dengue. As recomendagdes foram com base na formagao

de uma rede integrada para estudos colaborativos envolvendo informagdes em vigilancia,



estudos clinicos e fisiopatoldgicos, desenvolvimento de novas ferramentas diagnosticas,
vacinas, bioética e questdes sociais (Calva et al. 2002).

Desde 1999, a dengue foi incorporada no Portifélio da UNICEF, UNDP, World
Bank e no Programa Especial da Organizagdo Mundial da Saude para Pesquisa e
Treinamento em Doencas Tropicais (WHO/TDR 2006), cujas prioridades foram revistas
durante o encontro de cientistas participantes do grupo de trabalho (Dengue Scientists
Work Group) SWG/TDR, Genebra, 2006, objetivando pesquisas para o desenvolvimento
no tratamento, prevengdo e controle. Algumas instituicdes ndo governamentais também
estdo envolvidas nesse processo contribuindo com o financiamento de pesquisas para o
desenvolvimento de drogas e vacinas, controle do vetor e pesquisas clinicas, tais como, a
Foundation Mellinda Gates, PDVI, IVCC, TDR, European Comission, Welcome Trust e
Novatis.

Evidéncias dos avangos nas pesquisas em dengue compreendem: o
desenvolvimento de novas metodologias na busca de um diagnostico mais rapido, acurado
e que possa predizer gravidade; os mecanismos imunoldgicos envolvidos no
desenvolvimento de formas graves da doenga; o uso de anticorpos monoclonais,
demonstrando alteragdes gendmicas que evidenciam atenuagdo ou viruléncia viral; o uso
de técnicas de biologia molecular aplicadas ao estudo da biologia do virus ¢ da sua
diversidade genética.

Os resultados dessas pesquisas vém contribuindo com o melhor entendimento da

doenga e desenvolvimento de vacinas e terapéutica viral.



EPIDEMIOLOGIA DA INFECCAO PELOS VIRUS DENGUE

Historicamente, as primeiras descri¢des de epidemias de dengue na literatura
médica foram relatadas na Africa, Asia e América, em 1779 e na Filadélfia em 1780
(Henchal & Putnak 1990). Entretanto, relatos de uma doenca semelhante a dengue ja
apresentava dispersao global, mesmo antes do século XVIII (Gubler 1998).

A primeira epidemia conhecida de FHD ocorreu em Manila, nas Filipinas, em
1953-54, onde dois novos virus sorologicamente relacionados foram isolados e
denominados dengue tipo 3 e 4 (Hammon et al. 1960), em seguimento aos virus dengue
tipo 1 e 2 identificados por Sabin et al. (1952).

Apods a Segunda Guerra Mundial, houve dramdtico aumento na incidéncia de
dengue ¢ FHD em escala mundial, sendo que as décadas de 80 ¢ 90 foram marcadas pela
propagacgdo geografica e intensificacdo das epidemias de dengue e emergéncia de FHD na
Asia, espalhando-se pela India, Paquistdo, Sri Lanka e Ilhas Maldivas e China (Pinheiro &

Corber 1997, Gubler 1998, WHO 2002).

A circulagio de multiplos sorotipos de dengue ocorre na Asia ha muitas décadas,
caracterizada como uma doenga pediatrica onde, até recentemente 50% das criancas
tailandesas poderiam adquirir uma ou mais infec¢do por dengue até os 5 anos de idade e
aos vinte anos teriam anticorpos para os 4 sorotipos (Fischer & Halstead 1970).
Atualmente, com o crescimento econdmico ¢ melhorias nos programas de controle da
doenga, a incidéncia da doenca diminuiu em alguns paises, entretanto houve aumento de
FHD em criancas e emergéncia da doenga em adultos (Ooi et al. 2003, Halstead 2006).
Outros estudos na Asia relatam a dispersio da doenca, circulagio viral e aumento da
incidéncia de casos discutindo estratégias de controle e prevencdo (Rahman et al. 2002,

Victor et al. 2007).



No continente americano as epidemias de dengue foram raras entre os anos de
1950 e 1970, principalmente em funcdo da erradicagdo do Ae. aegypti na maioria dos
paises da América Central e do Sul (Gubler 1998). Os sorotipos do virus dengue
responsaveis pelas epidemias neste periodo foram conhecidos a partir de 1952, quando foi
isolado DENV-2 em Trinidad e, ap6s dez anos, DENV-3 foi isolado de amostras em Porto
Rico. Porém, em 1976, houve reinfestacdo do Ae. aegypti nas Américas pela
descontinuidade das medidas de controle do vetor (Pinheiro & Corber 1997, PAHO 2001).
Em 1977, o DENV-1 foi introduzido na Jamaica e dispersou-se rapidamente provocando
epidemias em varios paises do Caribe e América Central. Até 1980, mais de 700 mil casos
da doenga foram registrados em todo o continente (PAHO 1989). O primeiro registro de
DENV-4 ocorreu em 1981 na Ilha de St. Bartolomeu, em Porto Rico e, apds causar surtos
no Caribe e paises da América Central e do Sul, este sorotipo tornou-se endémico na regiao
(PAHO 2001). Ainda em 1981, houve introdu¢do de um novo genétipo de DENV-2 no
continente, desencadeando, em Cuba, a primeira epidemia de FHD das Américas, onde
10.132 casos de FHD/SCD foram registrados com 158 6bitos, sendo 101 criangas (Kouri et
al. 1987). Registros de FHD também ocorreram na Venezuela durante a epidemia de 1989-
1990 (Pinheiro & Corber 1997). De 1981 a 1997, 24 paises reportaram casos de FHD
(Gubler 1998). Nessas epidemias dois ter¢os dos casos ocorreram em criangas com menos
de 15 anos de idade, sendo que no Brasil ¢ na Colombia, predominaram os pacientes
adultos. O DENV-3 foi detectado em 1994, primeiramente na América Central, depois no
Meéxico e América do Sul (Guzman et al. 1996, Uzuku et al. 2001), sendo caracterizado o
genotipo I (distinto do genétipo que circulava nas Américas ha 17 anos) e esteve
associado as epidemias de FHD/SCD no Sri Lanka e India na década de 80 (Messer et al.

2003). Nos anos de 2000 e 2005 o DENV-3 circulou em vérios paises, sendo introduzido



na América do Sul, pela Venezuela e Brasil, causando grandes epidemias (PAHO 2000,
Nogueira et al. 2001, Uzcategui et al 2003, De Simone et al. 2004, Peyrefitte et al. 2005).

A epidemiologia da doenca caracterizou-se por um aumento da freqiiéncia de
casos de dengue e de FHD em varios paises da América Central e Caribe, estabelecendo
um padrao de hiperendemicidade com epidemias intermitentes e persisténcia da co-
circulagdo de multiplos sorotipos virais (Guzman & Kouri 2003). Esta alta atividade dos
virus dengue no continente ¢ a re-infestagao pelo Aedes aegypti em 1977, contribuiram
para a re-introdu¢do dos virus no Brasil na década de 80 (Pinheiro & Corber 1997).

No Brasil, os primeiros relatos de dengue (denominada a época de polka)
descreveram surtos ocorridos em 1846 no sudeste, norte e nordeste do pais (Mariano
1917). A descricao do quadro clinico de dengue classico foi feita com base em estudos
realizados durante a epidemia de 1922-23 no Rio de Janeiro e Niter6i (Figueiredo et al.
2000).

A re-infestagdo do Aedes aegypti a partir de 1976 possibilitou a introdugdo dos
virus dengue em Boa Vista-RR (1981) (Osanai et al. 1983), entretanto, foi a partir de 1986,
pela introducdo do DENV-1 no Rio de Janeiro, que o virus espalhou pelo pais (Schatzmayr
2000).

Um caso de DENV-2 foi reportado em Belém (1989), isolado de um paciente
oriundo de Luanda, Angola (Travassos da Rosa et al. 1989), entretanto, ndo houve
disseminagdo deste virus, o qual pertencia ao gendtipo IV (Burkina Faso), diferente do
gendtipo III (Jamaica), identificado nos casos autoctones de DENV-2 no Rio de Janeiro
identificados em 1990. Posteriormente, no Ceara (1994), a epidemia de DENV-2 registrou
os primeiros casos de FHD no Brasil (Nogueira et al. 1990, Vasconcelos et al. 1995).

DENV-1 e DENV-2 circularam concomitantemente pelo pais causando epidemias

por quase 10 anos até a introdu¢do do DENV-3, em 2000, primeiramente registrado em



Sao Paulo, de um caso importado da Nicaragua (Rocco et al. 2001). No mesmo ano o
DENV-3 foi isolado no Rio de Janeiro e se espalhou rapidamente para todo o Brasil
(Nogueira et al. 2001). Em 2002 ocorreu a mais grave epidemia de dengue no Brasil, com
mais de 794 mil casos notificados (MS/SVS 2003) sendo prevalente o DENV-3.

O agravamento da situacdo epidemioldgica da dengue pela dispersdao dos virus
pelo pais e conseqiiente aumento da incidéncia de casos notificados de dengue e FHD
(Teixeira et al. 2005), levou o Ministério da Satide a implantar o Programa Nacional de
Controle da Dengue (PNCD), com o objetivo de intensificar de agdes de controle para a
reducdo do impacto da dengue no Brasil. Considera-se que as ac¢des do PNCD,
desenvolvidas em parceria com Estados e Municipios, tenham contribuido com a redugao

dos casos da doenca a partir de 2004 (MS/SVS 2008).

Dois padrdes epidemiologicos de dengue foram descritos no Brasil: de 1986 a 1993
com epidemias esporadicas e localizadas em centros urbanos, ¢ de 1994 a 2005, um
cenario endémico-epidémico com a circulagdo dos trés sorotipos virais (DENV-1, DENV-
2 e DENV-3) em todo o territério nacional e com incremento de hospitaliza¢des e casos de

dengue hemorragico (Siqueira et al. 2005).

As sucessivas epidemias com notificacdo de alto numero de casos por todos os
estados brasileiros demonstram o avango da dengue nos ultimos 20 anos de epidemias no

Brasil com o registro de 4 234 049 casos de dengue (Nogueira et al. 2007).

Em 2007, ocorreram epidemias com altas taxas de incidéncia, a exemplo dos
estados de Mato Grosso do Sul e Rio de Janeiro; observou-se a interiorizacdo da doenca ¢ a
concentragdo de casos de dengue hemorragico/obitos em determinadas regides do Brasil
(MS/SVS 2008). Foi observado um aumento de casos de FHD em menores de 15 anos nos
estados do Maranhio e Piaui, com isolamento do DENV-2. Por esse motivo o Ministério

da Satde alertou para a possibilidade de mudancas no perfil epidemioldgico da dengue no



Brasil que, diferentemente dos paises asiaticos, atinge os adultos (Siqueira et al. 2005,
MS/SVS 2008). Em Goias, a semelhanca do cenario epidemiologico do pais, a ocorréncia
de epidemias de dengue, com introducdo sucessiva dos trés sorotipos virais tém
incrementado o nimero de casos notificados com o aparecimento de formas graves e
obitos (Feres et al. 2006, SES-GO 2008). Desde a introdu¢do do DENV-1 em 1994 at¢
2007, foram notificados 165.532 casos de dengue, com 375 casos FHD e 72 dbitos (SES-
GO 2008). Os primeiros casos de FHD foram registrados a partir da introdu¢do do DENV-
2 em 1998, entretanto, 0 DENV-1 manteve-se como o sorotipo prevalente até 2002,
durante a maior epidemia de dengue ja registrada em Goias (28 373 casos notificados), o

qual foi substituido pelo DENV-3 nos anos subseqiientes.

Entre dezembro de 2007 e fevereiro de 2008, a populagdo de Goids viveu uma
situacdo impar com a ocorréncia de uma epidemia de febre amarela. Houve registro de
epizootia e a confirmagdo de 21 casos de febre amarela silvestre representando 52%
(21/40) do total de casos confirmados no Brasil. Goias ¢ regido endémica para febre
amarela e para controle da epidemia 2.847.695 doses de vacina contra a febre amarela
foram aplicadas na populacdo no referido periodo (MS/SVS 2008). Este ¢ um dado
epidemioldgico importante para interpretagdes no diagnodstico laboratorial de febre amarela
e dengue, pois a concomitancia de epidemias por diferentes flavivirus em uma mesma
regido, requer a utilizagdo de técnicas que possibilitem o diagndstico diferencial das
infecgoes (MS/FUNASA 2002). A presenga de anticorpos IgM anti-FA, de origem vacinal,
pode resultar em resposta cruzada com a pesquisa de anticorpos anti-dengue mediante a
suspeita clinica da doenga. Na pratica laboratorial, para todos os casos com suspeita clinica
de dengue e historico de vacina anti-FA recente, realiza-se a sorologia para dengue e febre
amarela, assim como para todo caso suspeito de febre amarela realiza-se a pesquisa de

anticorpos IgM anti-dengue. A inibi¢do da hemaglutinacdo (IH), o isolamento viral e a



pesquisa de RNA e antigenos virais, sdo importantes ferramentas também utilizadas no

esclarecimento do diagnostico das infecgdes por flavivirus (MS/FUNASA 2002).

Estudos realizados em Goidnia tém contribuido para a o entendimento da
epidemiologia da dengue na regido. Uma prevaléncia de 40% de exposi¢do prévia ao virus
dengue, obtida em inquérito populacional em Goidnia em 2001, permitiu estimar uma
exposi¢do prévia aos virus do dengue em mais de 400 mil residentes ao considerar a
populacdo global do municipio (Siqueira et al. 2004). A vigilancia laboratorial tem sido
realizada na regido e contou com a implementacao de técnicas de biologia molecular, neste
estudo, para a detecc¢do de sorotipos e gendtipos circulantes (Feres et al. 2006). Um estudo
de coorte incluiu casos DC e FHD, oriundos de demanda de vigilancia epidemiolégica,
caracterizados clinica e laboratorialmente com o objetivo de determinar fatores
prognosticos para desencadeamento de FHD. A persisténcia de viremia na defervescéncia e
alteracdes de enzimas hepaticas foram significativas e importantes para o prognoéstico de
doenga mais grave (Guilarde et al. 2008). Na populagdo estudada a infeccdo secundaria,
considerada como fator de risco para FHD, ndo foi associada aos casos de FHD
confirmados, abrindo perspectivas para a caracterizagdo molecular dos sorotipos e
genotipos virais circulantes. Outro estudo mostrou o perfil da epidemia em criangas, o qual
tem sido subestimado na regido em funcdo de sintomas clinicos inespecificos. Cerca de

20% dos casos tiveram FHD ou dengue com complicagdes (Rocha 2008).



OS VIRUS DENGUE

Classificacéo

Os virus dengue pertencem a familia Flaviviridae, ao género Flavivirus, o qual ¢
composto por 53 espécies, onde 27 sdo transmitidos por mosquitos, 12 por carrapatos e 14
nao possui vetor conhecido. Das espécies de virus transmitidas por mosquito, 65%
produzem doenga em humanos (ICTV 2005). O Aedes aegypti é o vetor mais importante
envolvido na transmissdo viral da dengue, seguido do Aedes albopictus. Os virus dengue
foram classificados em quatro sorotipos antigenicamente distintos designados DENV-1,

DENV-2, DENV-3 e DENV-4 (ICTV 2005).

Estrutura e morfologia

Os Flavivirus sdo virus esféricos com 40-60 nm de didmetro constituidos por um
capsideo icosaédrico formado por um tnico tipo de proteina denominada proteina C, que
circunda o genoma viral (Chambers et al. 1990). O envelope viral ¢ formado por uma
bicamada lipidica incorporando a glicoproteina E, a proteina M e pequenos residuos da
proteina prM (Figura 1), as quais formam pequenas projecdes na superficie do virion

(Heinz & Allison 2001, Mukhopadhyayea et al 2005).
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Figura 1. Particula viral e composi¢do esquematica do virus dengue — adaptado de Heinz &
Allison (2001) e Rossman (2008). A) Particula do virus dengue determinada pela criomicroscopia
eletrénica demonstrando a simetria icosaédrica 100 A de resolu¢do Rossman et al. 2008. B)
Diagrama esquematico do virus dengue ilustrando o estagio de matura¢do, Heinz & Allison
(2001). Onde: E — proteina do envelope; M — proteina de membrana;, prM — proteina pré-

membrana; C — proteina do capsideo.

Genoma viral

Os Flavivirus tém genoma de RNA fita simples (ssRNA) polaridade positiva com
aproximadamente 11 Kb de tamanho ¢ massa molecular de 4 x 10° Da. O genoma possui
na extremidade terminal 5° uma regido cap 7 metil guanosina ¢ ndo apresenta cauda
poliadenilada na extremidade 3’ (Chambers et al. 1990, Henchal & Putnak 1990). As
extremidades 5’ e 3’ possuem duas regides nao codificantes com 96 e 454 nucleotideos,
respectivamente e, entre estas, uma unica fase aberta de leitura, que codifica uma
poliproteina de 3386 a 3434 aminoacidos. Esta poliproteina ¢ posteriormente clivada co- e
pos-traducionalmente em proteinas estruturais (C, prM/M e E) e ndo estruturais (NSI1,
NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5) (Heinz & Allison 2001). Uma peptidase sinal do
hospedeiro ¢ responsavel pelas clivagens entre C-prM, prM-E, E-NS1, e proéxima da regidao
carboxiterminal da NS4A. Uma serina protease, codificada pelo virus, € responsavel pelas

clivagens entre NS2A/NS2B, NS2B/NS3, NS3/NS4A, NS4A/NS4B e NS4B/NSS5. A
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enzima responsavel pela clivagem da NS1/NS2A ainda ¢ desconhecida (Lindenbach &
Rice 2002) (Figura 2).

As regides 5’ e 3’ ndo codificantes (RNC) sdo importantes para controle da
replicacdo do RNA viral (Clyde et al. 2006).

O genoma viral de polaridade positiva serve como RNA mensageiro (mRNA) para
a tradugdo das proteinas virais. Nenhum RNA viral subgenomico tem sido encontrado em
células infectadas com virus (Chambers et al. 1990). A regido nao codificante (RNC) 5’ ¢
uma seqiliéncia ndo conservada entre os diferentes flavivirus, e pode estar envolvida na
tradugdo do genoma ou ainda na complementaridade da cadeia negativa, que serve como
sitio de iniciagdo da cadeia positiva durante a sintese da replicagdo do RNA. A RNC 3’

exibe grande variabilidade, embora varias caracteristicas conservadas e estruturas

secundarias tenham sido descritas (Lindenbach & Rice 2003).
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Figura 2. Organizag¢do genomica dos Flavivirus — adaptado de Chambers et al. (1990),
Lindenbach & Rice (2002). A) Genoma viral dos Flavivirus com regides que codificam proteinas
estruturais e ndo estruturais, regioes cap 5’ e 3’ e regides ndo codificantes RNC; B)Tradugdo e
processamento da poliproteina, As setas pretas representam os sitios de clivagem pela signalase.
C)Precursores e proteinas gerados pela clivagem proteolitica da poliproteina, proteinas
estruturais em cinza e ndo estruturais em branco e preto. As setas brancas representam os sitios de
clivagem pela protease viral. A atividade proteolitica responsavel pela clivagem entre NSI e 24

ainda ndo é conhecida.
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Proteinas estruturais

A proteina C constitui o capsideo viral. Possui massa molecular de 12-14 kDa, e
residuos basicos que mediam a interagdo com o RNA genomico formando o complexo
ribonucleoproteina (Lindenbach & Rice 2002). A proteina C nascente contém na regido
carboxi — terminal uma ancora membranosa hidrofébica que serve como peptideo sinal
para translocacdo da prM dentro do limen do reticulo endoplasmatico rugoso (RER). Este
dominio hidrofébico ¢ clivado para proteina C madura por uma serina protease viral
(Heinz & Allison 2003).

A proteina prM ¢é uma glicoproteina precursora da proteina M. Possui massa
molecular de 18 a 19 kDa. Morfologicamente, encontra-se na forma de um heterodimero
estavel com a proteina E. Esta ¢ translocada dentro do limen do RE pelo dominio
hidrofobico C-terminal da proteina C e sofre clivagens pela peptidase sinal do hospedeiro
para ser liberada e removida do capsideo (Lindenbach & Rice 2003). A clivagem
proteolitica de prM em M ocorre durante a maturacdo ou liberagdo do virus da célula e
parece ser crucial para o evento terminal da morfogénese viral (Henchal & Putnak 1990).
A fungdo da prM ¢ estabilizar a proteina E, impedindo a exposi¢do prematura do peptideo
de fusdo ao pH reduzido encontrado na via exocitica. A reten¢do da proteina prM pode
afetar a conformacdo e antigenicidade da proteina E, e reduzir a infectividade viral
inibindo a fusdo viral (Heinz & Allison 2003). A proteina M (8 kDa) encontra-se presente
na superficie do virion maduro e admite-se que a sua formagdo seja necessaria para a
geracdo da atividade de fusdo do envelope viral (Mukhopadhyayea et al 2005).

A proteina E ¢ a maior proteina de superficie do virus com massa molecular 51-60
kDa constitui a glicoproteina do envelope viral, altamente conservada entre os flavivirus e

apresenta um importante papel na infectividade do virion, sendo responsavel pela ligagao
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da particula viral a célula e fusdo com a membrana endossomal em pH 4acido. Possui
atividade hemaglutinante e ¢ indutora de anticorpos neutralizantes, sendo o principal alvo
da resposta imunoprotetora no hospedeiro vertebrado (Roehring 2003). E sintetizada como
uma proteina de membrana tipo I, contendo 12 cisteinas conservadas que formam pontes
dissulfeto (Heinz & Allison 2003).

A estrutura cristalizada de um fragmento soluvel da proteina E do DENV-3 foi
determinada (Modis et al. 2004), a qual apresentou estrutura semelhante ao TBEV descrita
anteriormente (Rey et al. 1995). O modelo da proteina E de DENV-3 revelou uma estrutura
elongada rica em folhas 3, formando um homodimero (‘“head-to-tail”). Cada subunidade ¢
composta de trés dominios: o dominio I, as cadeias [} predominam com uma estrutura
dando a forma de um Barril 3 e eixo orientado em paralelo 8 membrana viral; o dominio II
¢ uma estrutura alongada semelhante a um “dedo”, que ¢ composta de duas alcas
descontinuas estendidas do dominio I. Uma dessas algas ¢ estabilizada por trés pontes
dissulfetos e formam uma ponta que interage com pontos hidrofobicos providos de
residuos adjacentes da jun¢do dos dominios I e III do segundo mondémero a qual se projeta
ao longo da superficie do virus. A alga que constitui esta ponta ¢ altamente conservada
entre todos os flavivirus e funciona como um peptideo de fusdo interno. O dominio III €
uma regido constante semelhante uma imunoglobulina, que se supdem ser uma regido de
ligagdo ao receptor com uma série de determinantes de viruléncia e neutralizagdo (Rey et

al. 1995, Mandl et al. 2000, Modis et al. 2005) (Figura 3).
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Figura 3. Estrutura tridimensional dos dominios do fragmento soluvel da proteina E. a) os
dominios representados pela cor vermelha DI, amarelo DII e azul DIII; b) conformagdo dos trés
dominios de E na particula do virion maduro, c¢) o empacotamento dos dominios na superficie do

virion. Extraido de Modis et al., 2004.

Proteinas ndo estruturais

A proteina NS1 ¢ uma glicoproteina com peso molecular de 48 kDa expressa na
forma residente no RE, na superficie das células infectadas e na forma soltvel (sNS1),
extracelular, sendo esta capaz de induzir resposta imune humoral. Os anticorpos podem
direcionar a lise mediada pelo complemento, em células infectadas por flavivirus com a
NS1 na superficie e que também ¢ alvo para células T citotoxicas (Henchal et al. 1990,
Burke & Monath 2002). Sua funcdo esta relacionada com a morfogénese viral, entretanto,
ndo estd bem definida ainda qual a fungdo das formas extracelulares da NS1 (Burke &
Monath 2002, Lindenbach & Rice 2003). A forma secretada solivel é constituida de trés
grupos de dimeros, mantidos juntos por interagdes hidrofobicas que podem surgir via
seqiiestro de interacdes membranosas, colocadas na superficie dos dimeros de NSI
(Lindenbach & Rice 2003). O processamento proteolitico da jung¢do das proteinas
NS1/NS2A ocorre por uma enzima do hospedeiro desconhecida residente no RE. Esta

proteina ¢ altamente hidrofilica e ndo contém dominios transmembrana, porém a natureza
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desta associagdo com membranas ¢ controversa. A NS1 contém dois ou trés sitios de N-
glicosilagao N130 e N207, os quais demonstraram ser requeridos para a replicacao viral em
células de mosquito, e 12 cisteinas conservadas que formam pontes dissulfetos (Crabtree et
al. 2005).

Bem menos caracterizadas sdo as pequenas proteinas hidrofébicas NS2A, NS4A e
NS4B. A NS2A tem sido implicada no processamento de NS1 que juntamente com a
NS4A e NS4B estariam envolvidas no processo da replicacdo viral. A regido N-terminal da
NS2A ¢ gerada via clivagem da NS1-2A por uma enzima do hospedeiro residente no RE
ainda desconhecida (Lindenbach & Rice 2002). A regido C-terminal ¢ gerada pela
clivagem pela serina protease viral, no citoplasma da célula hospedeira.

A regido C terminal da NS4 A age como uma seqii€ncia sinal para a translocagao da
NS4B para dentro do lumen do RE. A proteina NS4B ¢ uma proteina transmembrana que
esta localizada em sitios de replicagdo e no nucleo. Esta proteina ¢ modificada apods a
tradugdo para uma forma que migra muito rapidamente em SDS-PAGE (Chambers et al.
1990). Recentemente, foi demonstrado que NS4B e, em menor extensdo NS2A e NS4A,
sdo capazes de bloquear a sinalizagdo de IFN beta e gama (Clyde et al. 2006).

A NS2B possui massa molecular de 14 kDa. E uma proteina associada 8 membrana
do reticulo endoplasmatico, forma um complexo com NS3 requerido como co-fator para
funcdo de serina protease de NS3 e estd contida em uma regido hidrofilica central
conservada de 40 residuos (Lindenbach & Rice 2002).

A proteina NS3 ¢ a segunda maior proteina viral (68-70 kDa), e também muito
conservada entre os flavivirus e ndo contém uma cadeia hidrofobica longa. Postula-se que
tenha atividade enzimatica multifuncional contendo pelo menos duas atividades

enzimaticas (protease e helicase) envolvidas no processamento da poliproteina e replicagao
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do RNA. NS3 também exibe a nucleosideo trifosfatase e helicase funcao requerida para a
sintese de VRNA (Li et al. 1999).

A maior e a mais conservada proteina viral ¢ a NS5 (103-104 kDa), contém
homologia de seqiiéncia com RNA polimerase RNA dependente (RdRPs) de outros virus
RNA fita positiva, possuindo funcdo de RNA polimerase, ¢ com o motif Gly-Asp-Asp

(GDD) comum dessas enzimas (Henchal & Putnak 1990).

Dominios da proteina E e a entrada do virus na célula

O dominio III do envelope viral tem sido proposto ser o dominio receptor de
ligacdo da célula dos flavivirus e consiste de 100 residuos de aminoacidos (posi¢ao 300-
400 da proteina E), sendo expresso como proteina de fusdo e também reconhecido por
anticorpos policlonais e monoclonais (Halstead et al. 2005). Mutacdes que levaram ao
escape de neutralizagdo de anticorpos t€m sido determinadas usando anticorpos
monoclonais (MAbs) subtipo e sorotipo especificos (Roehrig 2003). A substituicdo de um
simples aminoacido pode ter um grande efeito no reconhecimento de epitopos de
neutralizagdo dos virions. Seis regides de neutralizacdo na proteina E foram mapeadas em
todos os trés dominios estruturais (DI, DII e DIII), entretanto os MAbs especificos do DIII
foram os bloqueadores mais potentes da adsorcdo do virus na célula (Crill & Roehrig
2001). As regides de neutralizagdo foram: 1) aa de 67-72 e aa 112, 2) aa de 123-128, 3) aa
155 ¢ 158, 4) aa 171, 181 a 293, 5) aa 52, 136 e 270-279, 6) aa 307-311 333, 384 ¢ 385. A
variagdo de um subgrupo de 56 residuos ndo conservados expostos na superficie viral de
diferentes sorotipos de dengue, provavelmente, seriam os pontos de ligagdo de anticorpos
(Modis et al. 2005). Estes cobrem a maioria dos epitopos responsaveis pela neutralizagdo

por anticorpos monoclonais e incluem os residuos 291, 305 e 381 a 383 (Hiramatsu et al.
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1996, Hung et al. 2004, Modis et al. 2004, Zulueta et al. 2006). Uma asparagina no residuo
388 parece ser causa de aumento na incidéncia de FHD, enquanto que aminoacidos
carregados nesse residuo reduzem a viruléncia (Leitmeyer et al. 1999). Essas mutagdes
reforgam a significancia do DIII como proposto receptor de ligacao.

Admite-se que a entrada do virus dengue na célula deve empregar receptores virus
especificos e demais estruturas. A primeira linha de receptores parecem ser os receptores
de baixa afinidade, tal como o DC-SIGN de células dendridicas imaturas, ¢ o Virus-IgG-
FcR (Halstead et al. 2005). DC-SIGN pode mediar a infeccdo dos quatro DENV, e a
expressao ectdpica confere a permissibilidade para a infecgdo (Tassaneetrithep et al. 2003).
Um segundo receptor menos comum e de alta afinidade, deve interagir com DIII e,
juntamente com um terceiro receptor que reconhece o DII, promove a fusdo da membrana
do virus com a membrana celular (Clyde et al. 2006). Os mondcitos/macréfagos e as
células dendridicas imaturas tém sido propostas como os principais alvos para a replicagao
dos virus dengue (Chen & Wang 2002). A ligacdo da proteina E a receptores celulares
induz a formacdo de vesiculas endociticas recobertas por clatrina. Apos a internalizagao
por endocitose, mediada por receptor, os virus s3o liberados no citoplasma por mudangas
conformacionais induzidas por pH acido, que levam a exposi¢do do peptideo de fusdo
(Heinz & Allison 2003). Estas altera¢des causam a trimerizagdo da proteina E (Modis et al.
2004).

O nucleocapsideo ¢ liberado no citoplasma por meio de fusdo do envelope com a
membrana de vesiculas endociticas, catalizada por baixo pH (Modis et al. 2004).

No citoplasma da célula hospedeira, o genoma de RNA positivo serve como
mRNA para a traducdo das proteinas estruturais e ndo estruturais e também como molde
para a sintese de uma fita complementar negativa que, por sua vez, servird de molde para a

sintese de mais fitas positivas a serem utilizadas na montagem de novas particulas virais. A
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replicagdo ¢ um processo semiconservativo e envolvem intermedidrios e formas
replicativas intermediarias (dupla fita) (Fields 2001).

A montagem das particulas virais ocorre em intima associacdo com o RE das
células hospedeiras. O dominio citoplasmatico, altamente basico, da proteina C interage
com o RNA gendmico viral para formar o nucleocapsideo precursor. As proteinas prM e E
sdo deslocadas para o RE, posicionando seus dominios carboxi-terminal hidrofébicos na
bicamada lipidica. A formagdo das particulas virais ocorre através do revestimento do
nucleocapsideo viral com as proteinas do envelope, ancoradas na membrana do RE celular.
A clivagem de prM ocorre provavelmente proximo ou durante a liberagdo do virus, ja que
ndo se detecta proteina M nas particulas intracelulares e pode estar relacionada com o
desencadeamento de mudangas no envelope que promovem a infectividade (Fields 2001).
Os virus brotam para a luz do RE adquirindo uma membrana lipidica (envelope), assim, os
virus se mantém soliveis nas cisternas do RE. A progénie viral é transportada em vesiculas
para a membrana plasmatica e dai liberadas por exocitose através do sistema de Golgi

(Chambers et al. 1990).

IMUNOPATOLOGIA

A dengue apresenta um amplo espectro clinico, sendo a maioria das infec¢des sub-
clinica, e entre os casos sintomaticos a dengue classica (DC) ¢ a forma mais comum. A DC
¢ caracterizada por doenga febril aguda com duragdo de 3-7 dias, acompanhada
principalmente por dor de cabega, mialgia e exantema. A FHD representa a forma clinica
grave da doenca e ocorre em torno de 3% dos infectados (Halstead 1980), a qual ¢
caracterizada por aumento da permeabilidade vascular levando ao extravasamento de

plasma, alteragdo de numero e funcdo de leucdcitos e trombocitopenia (WHO, 1997). A
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infeccdo provocada por cada um dos quatro sorotipos da dengue produz imunidade
protetora e duradoura e, uma imunidade heterdloga por pequena duragao (Shu & Huang
2004).

O mecanismo imunopatologico que leva ao desenvolvimento da FHD, ainda nao
esta completamente estabelecido, sendo o maior desafio para o desenvolvimento de novas
estratégias terapéuticas (Rothmann 2004, Clyde et al. 2006).

Diferentes hipoteses tém sido aventadas na tentativa da elucidagdo do
agravamento da dengue. O mecanismo da amplificacdo da infeccdo dependente de
anticorpos (ADE antibody — dependent enhacement) postulada por Halstead (1988),
propde que a infecgdo seqiiencial por diferentes sorotipos virais aumenta o risco para
FHD/SCD pela presenga de anticorpos heterdlogos preexistentes, sub-neutralizantes os
quais formam imunocomplexos com o virus. Estes sdo reconhecidos e internalizados com
maior efici€ncia por monocitos, propiciando maior replicacdo viral. Esta teoria foi também
admitida em varios estudos que descrevem casos de FHD em infec¢do secundaria
(Sangkawibha et al. 1984, Thein et al. 1997, Vaughn et al. 2000, Guzman 2005, Alvarez et

al. 2006, Pang et al. 2007).

Pela teoria de Rosen (1977) a evolugdo genética dos virus, submetidos a uma
pressdo seletiva, possibilitou o aparecimento de variantes mais virulentas dentro dos
sorotipos virais de dengue, que poderiam ser responsaveis pela variabilidade na expressao
clinica da doenga, determinando o maior ou menor potencial epidémico de FHD/SCD.
Kouri et al. (1987) decreveram sobre a viruléncia viral como fator de risco para FHD.
Evidéncias dessa teoria foram demonstradas em estudos consistentes na Asia e América do
Sul pela associagao de FHD com especificos sorotipos e/ou gendtipos (Rico-Hesse 1997,
Watts et al. 1999, Leitmeyer et al. 1999, Messer et al. 2003). Cepas de DEN-2 autoctones

do continente americano se relacionam com epidemias de febre da dengue, enquanto cepas

20



asiaticas estdo associadas com epidemias de FHD (Torres 2005). Outros autores
consideram que a introdu¢do de um novo gendtipo viral seria fator de risco para FHD
(McBride & Bielefeldt-Ohmann 2000), porém Stephenson (2005) descreve que as
evidéncias de associacdo do prognoéstico clinico com gendtipo viral sdo ténues até o
presente. Halstead (2006) argumenta que o genotipo Americano do DENV-2 falhou em
causar FHD pela neutralizacdo cruzada pelo DENV-1, em epidemias anteriores ¢ que no
contexto de duas infecgdes, a suscetibilidade do hospedeiro é modificada por uma infecg¢ao

prévia, ndo havendo regra basica para a viruléncia viral.

Por outro lado, Kouri et al. (1989) descreveram que o desencadeamento de
FHD/SCD possa ser conseqiiéncia de um mecanismo complexo envolvendo fatores de
risco atribuidos ao hospedeiro, a viruléncia viral e a epidemiologia da doenga, abrangendo
as teorias de Rosen e Halstead e considerando outras variaveis, tais como: idade, sexo,
raca, estado nutricional, doengas cronicas, intensidade da resposta imune, ampla circulagao
do virus, seqiiéncia de sorotipos circulantes, como possiveis determinantes da gravidade
clinica da dengue (Torres 2005). A alta densidade do vetor ¢ a elevada circulagdo viral em
uma populacdo suscetivel seriam necessarias para aumentar o numero de casos de FHD

(Kouri et al. 1987, Guzman & Kouri 2002).

Para explicar a imunopatogénese da dengue Rothman & Ennis, (1999) descreveram
ativacdo do sistema imune inato e adaptativo durante a infec¢do. O principal alvo para a
resposta imune ao dengue ¢ a proteina E, componente da superficie externa do virion ¢ a
proteina NS1 na forma secretada é expressa na superficie das células infectadas e induzem
imunidade protetiva (Kuhn et al. 2002, Young et al. 2000). Entretanto, a ativacdo das
células de memoria por uma re-infeccdo por sorotipo diferente, leva a uma cascata de
ativacdo celular e verdadeira ‘tempestade’ de citocinas inflamatérias (Pang et al. 2007). A

formag¢dao de imunocomplexos durante a interagdo com as células apresentadoras de
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antigeno - APC (monocitos, macrofagos e células dendridicas) infectadas levaria a ativacao
macig¢a de linfocitos T. No contexto, o imunocomplexo (virus-anticorpo subneutralizante)
se liga ao receptor Fc para IgG na superficie de mondcitos facilitando a internalizacao viral
e a infeccao destas células, permitindo a ativacdo aumentada de linfocitos T CD4+ ¢ CD8+
(Kurane & Ennis 1994, Libraty et al. 2002). Foi demonstrado que durante a fase aguda da
dengue os macrofagos, apds o reconhecimento do antigeno, liberam TNF-o, IFN-a, IL-1,
IL-6, fator ativador de plaquetas e histamina. Linfocitos T CD4+ ativados passam a
produzir altos niveis de IFNy, IL-2, IL-6 e TNFa que poderiam vir a induzir o
extravasamento de plasma por multiplos efeitos sobre o endotélio vascular, com
envolvimento do sistema complemento, bem como pela ativagdo de mondcitos, linfocitos e
plaquetas (McBride & Bielefeldt-Ohmann 2000, Mangada et al. 2002, Mongkolsapaya et
al. 2003, Pang et al. 2007). Em casos de FHD foram evidenciados niveis aumentados de
TNF-a, IL-2, IL-6 e IFN-y, quando comparados com quadros de dengue classica. Uma
explicagdo chave para a associa¢do das citocinas com FHD inclui a mudanga da resposta
de tipo Th1 na dengue cléssica para Th2 na FHD com aumento dos niveis de IL-10 ¢ IL-4
(Chaturvedi et al. 1999, 2006). Recentemente, células T regulatorias CD4(+) CD25(high)
FoxP3(+) (Treg) tém sido avaliadas em casos clinicos de diferente gravidade. Os
resultados sugerem que pacientes com doenga leve teriam maiores taxas de células T
regulatorias, quando comparados com os casos graves. Assim as células Treg seriam
capazes de suprimir a producdo de citocinas vasoativas estimuladas por infec¢do aguda
pelo virus da dengue (Luhn et al. 2007). Todas essas evidéncias apontam para o importante
papel das citocinas e mediadores quimicos na exacerbacdo da cascata de eventos
inflamatorios na dengue (McBride & Bielefeldt-Ohmann 2000, Stephenson 2005, Torres
2005). Fatores genéticos individuais e de populagdes foram vistos com diferentes niveis de

suscetibilidade as doencas. Polimorfismos na regido do gene HLA de classe I estdo
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associados com suscetibilidade para FHD. Alguns autores t€m documentado correlacao de
tipos de HLA (HLA-A, HLA-B-alvo, HLA-CW1) com formas mais graves de dengue,
bem como outros tipos de HLA (HLA-B13, HLA-B14) que se associam com formas mais
leves da doenga (Clyde et al. 2006, Sierra et al. 2007). A expressao de genes inflamatorios
incluindo IFN-y e IL-12A foi demonstrada em criangas com infec¢ao grave por dengue, e,
o perfil de Tool-like receptors foi diferentemente ativado com aumento da expressdo de
TL7 e TL4R3, ambos incrementando a resposta anti-viral em associagdo com efusao

pleural e manifestacdes hemorragicas (Kruif et al. 2008).

DIAGNOSTICO LABORATORIAL

A confirmagdo diagnéstica e o manejo clinico s3o considerados de fundamental
importancia nas areas afetadas pela doenca (WHO/TDR 2006). O diagnostico da infecg¢ao
pelo virus baseia-se na pesquisa de anticorpos ou do virus, utilizando-se o método
especifico de acordo com o estagio de infeccdo. Antigenos e particulas virais sao
detectaveis no sangue cerca de trés dias antes e até cinco depois do aparecimento da febre,
com decréscimo na concentragdo a medida que os anticorpos sdo produzidos e aparecem
na circulagdo (Guzman et al. 2004). As técnicas rotineiramente usadas para o diagndstico
da infecc¢do por dengue sdo: o isolamento viral e a detec¢@o de anticorpos virus especifico.
Com os recentes avangos de técnicas moleculares e de técnicas de detec¢do rapida, novas
ferramentas diagnoésticas estdo se tornando mais disponiveis aos laboratorios (Shu &

Huang 2004, WHO/TDR 2006).

No ambito da vigilancia laboratorial, uma Rede Nacional de Diagnostico em

Dengue, com base nos Laboratérios de Saude Publica (LACENs) de referéncia nos
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Estados, e laboratdrios de referéncia nacionais o Instituto Evandro Chagas (IEC) e Instituto
Oswaldo Cruz (I0C), conforme o Programa Nacional de Controle da Dengue (PNCD) e
sob a Coordenacao Geral de Laboratorios de Saude Publica (CGLAB) da Secretaria de
Vigilancia a Saude/MS. Como diagnostico de rotina sao realizados o isolamento viral em
cultura celular e a sorologia pela técnica imunoenzimatica, baseada na captura de
anticorpos IgM - MAC-ELISA. Casos de dengue sdo notificados por vigilancia passiva e
encaminhados para confirma¢ao diagndstica e monitoramento da circulagdo de sorotipos.
A técnica de RT-PCR descrita por Lanciotti et al (1992) ¢ a mais amplamente utilizada e

vem sendo implantada nos LACENS,

Recentes revisdes sobre o diagnéstico laboratorial da dengue relatam as
metodologias mais rotineiramente usadas e os avangos em técnicas diagnosticas (De Paula

& Fonseca 2004, Shu & Huang 2004, Kao et al. 2005, Clyde et al. 2006, TDR/SWG/2006).

Isolamento viral

Dentre os sistemas de isolamento viral para dengue, a inoculagdo intratoracica em
mosquitos adultos (Toxorhynchities amboinensis e Toxorhynchities splendens) ¢ o método
mais sensivel para a confirmacdo de dengue, entretanto, culturas de células de mosquito
linhagem C6/36 do mosquito Ae. albopictus, AP-61 do mosquito Ae pseudoscutellaris e
TRA-284 do mosquito Tx. amboinensis sdo as mais utilizadas (Varma et al. 1974, Igarashi
1978, Kuno 1982). Destas linhagens, a cultura celular C6/36 tem sido a mais empregada
em laboratério por ser altamente permissiva a infec¢do pelos virus dengue, de facil
manuten¢do, podendo ser mantida em temperatura ambiente, e sendo ideal para a rotina de
vigilancia virologica (Nogueira et al. 1988, Gubler 1998, Miagostovich et al. 1993). Os
sinais de multiplicagdo viral podem ser observados pela presenca de efeito citopatico

(ECP) na monocamada de células, sendo a confirmacdo e a identificacdo dos sorotipos

24



virais realizada pela técnica de imunofluorescéncia indireta com anticorpos monoclonais
especificos para os quatro sorotipos (Gubler et al. 1984). Algumas amostras ndo sao
facilmente identificadas pela baixa concentracdo de virus no sangue. A viremia ¢ curta

variando entre 2 -3 dias antes dos sintomas até 4-5 dias de doenga (WHO/TDR 2006).

Testes moleculares

Técnicas moleculares baseadas na deteccdo de seqiiéncias gendmicas por
transcri¢ao reversa seguida de reagdo em cadeia da polimerase (RT-PCR), tém se tornado
as técnicas mais importantes no diagndstico de dengue. Possibilita um rapido e sensivel
diagnostico, podendo ser, inclusive, utilizada na vigilancia entomologica e estudos
moleculares (Shu & Huang 2004, Guzman & Kouri 2004). O RNA viral tem sido
detectado no soro, plasma, pool de mosquitos infectados, células infectadas, papel de filtro
e fragmentos de tecidos parafinados (Suk-Yin et al. 1994, Rosario et al. 1998, Sariol et al.
1999, Guzman & Kouri 2004, De Oliveira Poersch et al. 2005, Klugthong et al. 2007).
Viarios protocolos de PCR tém sido desenvolvidos para deteccdo e tipagem dos quatro
sorotipos virais, os quais também variam na posi¢do genomica dos primers e sensibilidade
e especificidade (Lanciotti et al. 1992, Brow et al. 1996, Figueiredo et al. 1997, Harris et
al. 1998, Singh et al. 2006). A RT-PCR baseada em duas etapas, a RT nested PCR (RT-
NPCR) descrita por Lanciotti et al. (1992) é a técnica rotineiramente utilizada em
laboratérios nas Américas (Shu & Huang, 2004, Kao et al. 2005). A comparag¢do da
detec¢do viral por imunofluorescéncia ¢ RT-PCR apds a inoculacio de DENV-1 em
cultura de células C636 realizada por De Paula & Fonseca (2004), mostrou que a
associacdo de RT-PCR e isolamento em cultura de células aumenta significantemente a

sensibilidade diagnostica.
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A RT-PCR em tempo real ¢ uma técnica de amplificagdo gendmica que produz
medidas quantitativas da carga viral. Completamente automatizada, tem a vantagem de ter
baixa contaminagdo e alta sensibilidade (Callahan et al 2001, Shu & Huang 2004). A
técnica utiliza um par de primers e sondas especificos para cada sorotipo de dengue. Outra
vantagem sobre a PCR tradicional ¢ que a coleta de dados ¢ feita na fase exponencial da
reacdo, refletindo através de um sinal fluorescente o nimero de produtos gerados, nio
necessitando de eletroforese (Callahan et al 2001, Lindegreen et al. 2005). Uma maior
sensibilidade da PCR em tempo real em relagdio ao PCR convencional foi relatada em
alguns estudos (Ito et al. 2004, Levi et al. 2007). A desvantagem desta técnica ¢ referente a
produg¢do de primers e a perfeita combinagdo de primers e seqiiéncia de sondas

(WHO/TDR 2006).

Diagnostico sorolégico

O teste de inibicao da hemaglutinacao (IH) possui uma metodologia simples capaz
de determinar infec¢do passada ou infec¢do aguda pela conversdo soroldgica em soros
pareados, de grande valor diagnostico (Vordam & Kuno 1997, Miagostovich et al. 1999).
Os anticorpos IH persistem por longos periodos, sendo largamente utilizado em inquéritos
soroepidemioldgicos. E uma técnica sensivel, e aplicavel para diferenciagio de infecgio
primaria e secundaria, entretanto, a necessidade de amostras pareadas e¢ a baixa
especificidade do teste para discriminar resposta entre os diferentes flavivirus limitaram
seu uso (WHO 1997).

O teste de soroneutralizagdo por redugdo em placas (TNRP) ¢ um método util para
detectar e quantificar os niveis de anticorpos anti-dengue sorotipo-especifico em estudos
soroepidemioldgicos e de determinacdo de imunidade pos-vacinal (Russell & McCown

1972). A alta sensibilidade e especificidade do teste e a estabilidade dos anticorpos
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neutralizantes determinam a importancia deste teste para estudos de soroprevaléncia.
Entretanto, esta técnica exige recursos humanos treinados e manuseio cuidadoso das
culturas celulares nas diferentes etapas do teste, com dispendioso tempo de execucao o que
restringe o seu uso em larga escala (Vorndam & Kuno 2001, Kao et al. 2005).

O diagnostico soroldgico através de ensaio imunoenzimatico de captura de
anticorpos IgM (MAC-ELISA) (Kuno et al. 1987) é o método de rotina para o diagnostico
de dengue. E uma técnica de simples processamento, tem alta sensibilidade e
especificidade e necessita de uma tinica amostra de soro, a partir do quinto dia de doenga,
quando 80% dos casos t€ém anticorpos IgM detectaveis. A presenca desses anticorpos
confirma infec¢do ativa ou recente por dengue (Travassos da Rosa et al. 1994, WHO
1997). Em geral tem 10% de falso negativo e 1,7% de falso positivo tem sido observado. A
limitacdo deste teste inclui a especificidade dos antigenos e a reatividade cruzada entre os

flavivirus circulantes (WHO/TDR 2006).

A técnica para deteccdo de IgG anti-dengue também tem sido utilizada para
determinar infec¢do passada por dengue, correspondendo a sensibilidade do IH, entretanto,
revela ter melhor especificidade, sendo utilizado para defini¢do de infec¢do primaria e
secundaria (Cardosa et al. 2002). O uso de polipeptideos recombinantes da proteina do
envelope viral tem sido sugerido para melhorar substacialmente a sensibilidade do MAC-
ELISA e ELISA indireto (Videa et al. 2005) e do IgG ELISA (Dos Santos et al. 2004). A
determinagdo de avidez em testes [gG ELISA também propde a classificagdo da infecg¢ao
em primaria e secundaria e tende a ser mais utilizado que o IH nesta proposta (De Souza et

al 2007, Matheus et al. 2005).

Diferentes kits comerciais para detec¢do de anti-IgM e anti-IgG baseados em
ensaio imunoenzimatico, dot-ELISA, ultramicroELISA e imunocromatografia tém sido

disponibilizados para o diagnostico de dengue, e foram comparados quanto a sensibilidade
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e especificidade frente a técnicas padrao (Kuno et al. 1998, Vaughn et al. 1999,
Chakravarti et al. 2000, Poersch et al. 2005, Abhyankar et al. 2006). Alguns kits t€m
demonstrado bom desempenho nos estudos e determinado a classificagdo de infeccao
primaria e secundaria baseados na razao entre IgM/IgG (Vaughn et al. 1999, Falconar et al.

2006).

Testes utilizando imunocromatografia para detec¢ao de anticorpos IgM anti dengue
tém sido avaliados e o diagndstico mais acurado foi maior nas amostras de fase aguda mais
tardia. Na diferenciagdo de infeccdo primaria e secundaria a sensibilidade variou entre 61-

77%., ¢ a especificidade foi aceitavel (Blacksell et al. 20006).

Avancos nas técnicas diagndsticas

A pesquisa do antigeno viral NSI e anticorpos anti-NS1 ¢ inovadora na
determinagdo de infec¢do por dengue. A NS1 é uma glicoproteina produzida e secretada
durante a replicagdo viral e aparece precocemente depois de um dia do inicio da febre e
declina depois de 5 a 6 dias de doenca. Por este motivo estudos tém sido dedicados a
utilizagcdo de antigeno NSI para o diagndstico de dengue. Testes de ELISA estdo sendo
disponibilizados para captura de AgNSI1, os quais apresentam sensibilidade de 88,7% a
97,4%, sendo indicados como diagndstico de primeira linha por possibilitar a detecg¢ao
precoce da infec¢dao durante a viremia, periodo onde os anticorpos ndo estao detectaveis e
quando apenas o isolamento viral e a RT-PCR poderiam confirmar a infec¢do por dengue
(Young et al. 2000, Alcon et al. 2002, Dussart et al. 2006. Kumarasamy et al. 2007). Esses
estudos também identificaram a correlagdo entre a gravidade da doenca e o nivel de
antigeno NSI no soro. A identificagdo dos sorotipos virais, utilizando anticorpos

monoclonais para a captura de antigeno NS1 e a determinacdo de infeccdo primaria e
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secundaria pela técnica de ELISA indireta IgG-NSI, tém sido desenvolvidas estdo sendo
disponibilizadas como kits comerciais (Xu et al. 2006, Shu et al. 2003, WHO/TDR 2006).

A citometria de fluxo (FACS - fluorescence activation-cells sorting) tem sido
utilizada para detec¢ao de DENV em células infectadas (Lambeth et al. 2005). Este método
mostrou ter vantagens com relagdo a TNRP por reduzir o tempo de infeccao das células de
5-7 dias para 24 horas e poder titular amostras clinicas que freqlientemente nao formam
placas em monocamadas de células.

Novas tecnologias estdo sendo apresentadas para o diagndstico baseado em
quimioluminescéncia (biosensores de fibra 6tica) para detectar virion, genoma e anticorpos
anti-dengue (Salama et al. 2004, WHO/TDR 2006).

A tecnologia de antigenos recombinantes (Dos Santos et al. 2004) e anticorpos
monoclonais (Bedouelle et al. 2006) também estd sendo usada para a producdo de kits
diagnésticos para detec¢do de anticorpos anti-dengue IgM, IgG, IgA e IgE no soro e saliva
de pacientes infectados, para aumentar a sensibilidade e especificidade do método.

A imunotécnica baseada na ligagdo de antigenos e anticorpos em microesferas
(MIAs) com detecgdo por um simplificado aparelho de citometria de fluxo (WHO/TDR
20006), oferece a vantagem de ser mais rapida que o MAC-ELISA, podendo ser usada para
avaliar respostas de anticorpos para multiplos virus.

O avango nos métodos diagnodsticos sorologicos e moleculares tem melhorado
significantemente a sensibilidade e especificidade do diagnostico da infecg¢do pelos virus
dengue. Um diagnoéstico rapido, precoce e acessivel, e que possa inferir sobre o
prognostico da doenga, ainda é necessario. Espera-se que a disponibilizagdo de novos
métodos venha contribuir com a confirmacdo diagnéstica e vigilancia epidemiologica
fundamentais para o tratamento e controle da doenga (Shu & Huang 2004, Gizman &

Kouri 2004, WHO/TDR 2006).
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EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR

O advento da biologia molecular tem possibilitado o desenvolvimento em varios
campos da ciéncia e tecnologia, mais precisamente, na caracterizagdo gendmica de
diferentes microrganismos (Nogueira et al. 2000, Whitley 2008). Com o avanco e
disponibilizagdo dos métodos de sequenciamento gendmico houve, simultaneamente, um
aumento do numero de cepas analisadas e a necessidade do desenvolvimento de métodos
estatisticos e filogenéticos para determinar as relacdes entre seqliéncias. Estas andlises
exigem muitos recursos computacionais, os quais t€ém sido desenvolvidos com o advento
da Bioinformatica.

A epidemiologia molecular do DENV tem especial papel ndo somente na
identificacdo de sorotipos, gendtipos e vigilancia viral, mas também em esclarecer sobre a
variagdo genética dos virus e a sua importancia clinica e epidemiologica (Holmes 1998,
Nogueira et al. 2000, Rico-Hesse 2003).

O sequenciamento genomico dos virus dengue, o uso de anticorpos monoclonais
neutralizantes e a citometria de fluxo sdo algumas técnicas importantes na determinagdo da
diversidade genética dos DENV, permitindo monitoramento da emergéncia de cepas com
potencial epidémico e a determinacdo de pontos de neutralizagdo viral com implicagdes

diretas no desenvolvimento de vacinas (King et al. 2008).

Variacdo gendmica e antigénica dos virus dengue
Os quatro sorotipos de dengue foram primeiramente reconhecidos por diferengas
antigénicas e bioldgicas com base em técnicas de soroneutralizacdo (Russel & McCown

1972).
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Diferentes metodologias foram utilizadas na analise antigénica dos virus dengue,
entretanto, evidéncias da variabilidade gendmica entre os DENV do mesmo sorotipo foram
determinadas em estudos de “fingerprinting” do RNA viral (Vezza et al. 1980, Trent et al.
1990), formando grupamentos resultantes denominados “topotipos”.

Na década de 80, o desenvolvimento de novas técnicas em biologia molecular
permitiu o sequenciamento gendmico parcial dos virus dengue, determinando seqiliéncias
relativamente pequenas (240 nt) da regido da juncdo E/NS1 (Blok et al. 1989, Chu et al.
1989, Rico-Hesse 1990) entretanto, caracterizaram genotipos intra-tipicos: cinco para
DENV-1 e cinco para DENV-2 (Rico-Hesse 1990), quatro para DENV-3 e dois genotipos
para DENV-4 (Lanciotti et al. 1994, 1997). O sequenciamento completo dos quatro
sorotipos de dengue (Deubel et al. 1986, Zhao et al. 1988, Osatomi et al. 1990, Gongalvez
et al. 2002) possibilitou a analise da homologia entre isolados de varias regides geograficas

do mundo e mostrou uma diversidade genética de nucleotideos em torno de 5% (Tabela 1).

Tabela 1. Classificagdo dos gendtipos do DENV de acordo com diferentes autores.

Sorotipo Gendtipo Referéncias
DENV-1 I  Américas, Africa e Sudeste da Asia;
II  Sri Lanka; Rico-Hesse 1990
III Japao; Gongalvez et al. 2002
IV Sudeste da Africa, Sul do Pacifico, Australia e
México;

V Taiwan e Tailandia

DENV-2 I Caribe e Sul do Pacifico;

I Taiwan, Filipinas, Nova Guiné ¢ Tailandia Rico-Hesse 1990
III Vietna, Jamaica e Thailandia; Rico-Hesse 1997
IV Indonésia, Seychelles, Burkina Faso e Sri

Lanka;
V Africa

DENV-3 I Indonésia, Malésia, Filipinas e Ilhas do
Pacifico Sul;
II Tailandia; Lanciotti et al. 1994
11 Sri Lanka, india, Africa e Samoa;
IV Porto Rico e Tahiti

DENV-4 I Filipinas, Tailandia e Sri Lanka;
II TIlhas do Caribe e América Central. Lanciotti et al. 1997

Fonte: adaptado de Guzman & Kouri 2004.
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A homologia encontrada entre seqiiéncias de aminoacidos os virus dengue foi de
63% a 68% comparada com 44% a 51% entre os DENV e os virus da febre amarela e febre
no Nilo. Nas cepas de DENV-2, a similaridade genética excede 90% (Gubler et al. 2006).

Os virus dengue também foram classificados em genotipos ou subtipos gendmicos
a partir de diferentes padroes eletroforéticos determinados pela reagdo em cadeia da
polimerase baseada em sitios de restri¢ao especificos (RSS-PCR) com a amplificagdo do
cDNA viral apés a RT-PCR, utilizando quatro iniciadores que anelam em diferentes
regides do gene E entre sitios de restricdo polimorficos. Por este método, foram
caracterizados sete subtipos para DENV-2 e trés para DENV-3 (Harris et al 1999), quatro
para DENV-1 e trés para DENV-4 (Miagostovich et al. 2000) os quais correspondem aos
genotipos caracterizados por sequenciamento genomico.

Estudos sobre a epidemiologia molecular dos virus dengue analisam as variagoes de
viruléncia entre gendtipos dentro de um mesmo sorotipo € a associagdo com epidemias de
maior ou menor gravidade (Lanciotti et al. 1994, Rico-Hesse 1997, 2003, Messer et al.
2003).

Watts et al. (1999) relataram em um estudo no Peru, casos de infeccdo secundaria
sem o aparecimento de FHD quando circulou o gendtipo do DENV-2 menos virulento
(American). No Caribe a introdu¢do do gendtipo mais virulento (Asian) deslocou o
genotipo autodctone, americano, havendo relatos das primeiras epidemias de FHD nas
Américas (Rico-Hesse 1997, Guzman & Kouri 2002).

Outros estudos demonstraram que o genotipo asiatico do DENV-2 replicou em
maiores titulos do que o gendtipo americano em mondcitos/macrofagos (Mo) e células
dendridicas (DC) (Cologna et al. 2003). O sequenciamento completo do gendtipo asiatico e
do americano revelou mutagdes na proteina E390 (N—D), a qual se relacionava a redugao

de replicagdo viral observada no gendtipo americano (Leitmeyer et al. 1999).
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Considerando a epidemiologia do DENV-3, Messer et al. (2003) mostraram a
circulacao de um novo variante do DENV-3, gendtipo 111, associada ao aparecimento de
FHD em Sri Lanka em 1989 com dispersdo pelo subcontinente indiano e Africa e, entdo,
para a América Latina. O DENV-3 (posteriormente caracterizado como genotipo III)
reapareceu nas Américas a partir de 1994 na Nicardgua e Panama (CDC, 1995), e
causando dengue e FHD, atingiu paises da América Central, o0 México, ilhas do Caribe e,
por fim na Venezuela e Brasil (Balmaseda et al 1999, Figueroa & Ramos 2000, Usuku et
al 2001, Nogueira et al. 2001, Rigau-Perez et al. 2002, Peyrefitte et al. 2003, Uzcategui

et al 2003).

Estudos baseados na filogenia do DENV-3 primeiramente caracterizaram quatro
gendtipos distintos (Lanciotti et al. 1994), sendo identificados pela origem geogréfica:
Américas, subcontinente indiano, Tailandia e Sudeste Asiatico/Pacifico Sul (Rico-Hesse
2003). Nao havendo evidéncia de um grupo silvestre. Recentemente, Wittke et al. (2002)
descreveu sobre genétipos que ndo estdo sendo detectados (cepas do genotipo 1) e

mostrou uma classifica¢do das cepas de DENV-3 em cinco genotipos.

A variagdo genética do DENV-3 tem sido o enfoque de varios estudos que
determinaram mutagdes na seqiiéncia da proteina do envelope viral pela analise da
comparagdo de seqliéncias de diferentes localidades (Chunge et al. 1993, Rodriguez-Roche
et al. 2005, Miagostovich et al. 2006, Aquino et al. 2006, Podder et al. 2006, King et al.
2008) e em estudos que determinam a antigenicidade e imunogenicidade dos dominios da
proteina do envelope viral, com implicacdo direta no desenvolvimento de vacinas e testes
diagnosticos (Wang et al. 2002, Hurrelbrink and McMinn 2003, Khanam et al. 2006,
Zulueta et al. 2006).

A seqiliéncia de sorotipos em infecgdes sucessivas também tem sido considerada

como fator de risco para FHD. Alvarez et al. (2006) evidenciaram risco de FHD em
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infeccdo seqiiencial de DENV-1 e DENV-3, e ndo demonstram o mesmo em infecgdes
seqlienciais com infec¢ao primdria pelo DEN-2, seguida de DEN-3. Outros autores
também tém citado risco de FHD na seqiiéncia de DEN-1—-DEN-2, DEN-3—DEN-2,

DEN-4—DEN-2 (Alvarez et al. 2006, Halstead 2006).

Epidemiologia molecular do DENV no Brasil

Alguns estudos que analisaram isolados do DENV-1 e DENV-2 de diferentes
regides no mundo utilizaram amostras brasileiras na identificagdo de gendtipos circulantes
(Deubel et al. 1993, Vorndam et al. 1994). Nessas amostras isoladas no Rio de Janeiro
foram identificados os genoétipos I (Caribe) do DENV-1 e gendtipo III (Jamaica) do

DENV-2 (Nogueira et al. 2000).

Uma revisao sistematica dos estudos publicados sobre a caracterizagdo molecular
dos DENV foi realizada nas bibliotecas da Pubmed, Scielo, Lilacs e Medline, utilizando o
cruzamento dos seguintes unitermos: ‘“dengue”, ‘‘characterization”, ‘“molecular”,
“genotype” e “Brazil”. Foram encontrados 10 estudos (Quadro 1) que caracterizaram
amostras de DENV-1, DENV-2 ¢ DENV-3 ¢ a maioria foi realizada na regido sudeste pais,

entre os anos de 2002 a 2008.

Estudos filogenéticos utilizando amostras do DENV-1 e DENV-2 de diferentes
regides do pais detectaram a circulagdo dos genotipos I (Caribe) e III (Sudeste asiatico),
respectivamente (Dos Santos et al. 2002, Miagostovich et al. 2002, 2003, Santos et al.
2004, Pires Neto et al 2005). Pires Neto et al. (2005) analisou as seqiiéncias da regido da
juncao E/NSI (240 nt), de amostras DENV-1 e DENV-2 desde 1988, sem encontrar
mudangas no perfil genotipico desses virus, determinando que ambos teriam potencial para
desenvolver dengue ou FHD. Santos, et al (2004) também analisou a regido E/NSI e

sugeriu que as seqiiéncias brasileiras de DENV-2 pertengam a diferentes clades no
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genotipo III. Entretanto, encontrou resultados ambiguos, e considerou que regido nado ¢

filogeneticamente informativa.

Quadro 1. Publicacdes brasileiras sobre caracterizagao molecular dos DENV.

Autor Estado /Ano Amostra Sorotipo / Regiao Método
Genc')tipo genomica
Figueiredo, MG/2008 9 DENV-3 C, pM, M ¢ | Sequenciamento
LB etal. " E
genotipo [
Vieira DS et | RO/2007 70 DENV-1 NS1 Clonagem e
al sequenciamento
' gendtipo I
Miagostovich | RJ/2006 Uma DENV 3 Genoma Sequenciamento
MP et al. amostra " completo
gendtipo 11
Aquino VH | SP,RO,MT,GO,A | 19 (Brasil) | DENV-3 genétipo | Gene E Sequenciamento
et al. M,RR,PA/2006 . | III
9 (Paraguai)
Aratjo FMC | CE/2006 Uma DENV-2  genétipo | E/NSI Sequenciamento
amostra III DENV-3
gendtipo 111 prM/M e E
Pires Neto, | SP/2005 22 DENV-1 genétipoI | E/NSI (240 | Sequenciamento
RJetal 30 DENV-2  gendtipo | ™"
111
Santos, SP/2004 84 DENV-1 genétipo I | E/NS1 (240 | Sequenciamento
CCLS etal. 22 DENV-2  genétipo | ™
11
Miagostovich | RJ/2003 52 DENV-2  genétipo E/NS1 ‘;SS-PCR
MP et al 15 III (240 nt) equen01amento
Miagostovich | RJ/2002 22 DENV-3 subtipo C | C, pM, M ¢ | RSS-PCR
MP et al. Uma genbtipo 11 E Sequenciamento
amostra
Dos Santos | RJ/2002 Uma DENV-2  genétipo | Genoma Sequenciamento
FB et al. amostra I completo

A analise da seqiiéncia completa do DENV-2 (Santos et al. 2002) caracterizou

como gendtipo III o virus circulante no Rio de Janeiro. Foram identificadas alteracdes

nucleotidicas e de aminoacidos na amostra brasileira caracteristicas do genétipo asiatico, as
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quais sao consideradas responsaveis pela viruléncia deste gendtipo (Leitmeyer et al. 1999).
Casos de FHD/SDC foram somente detectados depois da introducao de DENV-2, em 1990,
e ainda com aumento do nimero de hospitaliza¢des, resultando de casos de infeccao

secundaria (Nogueira et al. 1990).

A caracterizagdo molecular do DENV-3 identificou como genotipo III, o virus
circulante no Brasil, primeiramente utilizando a RSS-PCR, e sendo confirmado pelo
sequenciamento parcial (Miagostovich et al. 2002, Aquino et al. 2006) e completo do
genoma do DENV-3 (Miagostovich et al. 2006). O sequenciamento completo foi realizado
com a amostra de um caso de SCD e 6bito, ¢ mostrou a inser¢do de 11 nucleotideos na
regido UTR 3’ em relacdo a cepa de referéncia Sri Lanka, observada em cepas de
Martinica e também relatada por Aquino et al. (2006). Esta inser¢do, entretanto, nio
correlacionou as alteragdes dos aminoacidos na proteina E com manifestagdes clinicas. O
gendtipo III do DENV-3 tem origem asiatica e foi introduzido na América do Sul pela
passagem nas Ilhas do Caribe (PAHO 2000, Peyrefitte et al. 2005). Caracteristicas de
viruléncia deste gendtipo foram observadas pela alta capacidade de transmissao viral com
rapida dispersdo pelo pais, causando epidemias ¢ aumento de formas graves (MS/SVS
2003, Nogueira et al. 2001). Aquino et al. (2006) mostraram a homologia das seqiiéncias
oriundas de amostras da regido norte do Brasil com cepas de Martinica e as seqiiéncias do
sudeste, nordeste e centro-oeste com cepas do Rio de Janeiro, sugerindo pelo menos duas
entradas do DENV-3 no Brasil.

Recentemente, a caracterizagdo de um novo gendtipo do DENV-3 (genotipo 1), foi
demonstrada em nove amostras com diferentes manifestagdes clinicas de pacientes de Belo
Horizonte. As seqii€ncias obtidas apresentaram homologia com cepas do sudeste asiatico
que ha mais de 27 anos nao tem sido detectada mundialmente. A associagdo com gravidade

clinica ndo foi encontrada. (Figueiredo et al. 2008).
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Os estudos em epidemiologia molecular tém permitido a caracterizacao bioldgica
e gendmica de amostras isoladas de casos de dengue ¢ FHD para determinar a presenca de
sorotipos € genotipos circulantes e a origem evolutiva dos DENV, associando-os ou nao
com a gravidade da doenga nas epidemias.

Varios autores tém relatado mutagdes na proteina do envelope viral relacionadas
com atenuacgdo viral ou mecanismo de escape do virus importantes para o desenho de
vacinas (Mandl et al. 2000, Lin & Wu 2003, Zulueta et al. 2006). Entretanto, as evidéncias
da viruléncia viral ainda sdo controversas, pois, fatores individuais do hospedeiro,
incluindo a existéncia prévia de anticorpos heterdlogos, tém comprovado influenciar na
resposta imune frente ao virus (Stephenson 2005, Page et al. 2006, Halstead 2006).

Em um pais de grandes dimensdes como o Brasil, contendo diferencas étnicas,
variagdes climaticas, além de larga fronteira com outros paises, por onde podem emergir
variantes dos virus dengue, estudos em epidemiologia molecular tém se tornado
indispensaveis ¢ devem ser incentivados para melhor entendimento da diversidade genética
dos virus e epidemiologia da doenga (Pires Neto et al. 2005).

Neste estudo nos propomos a fornecer informagdes no ambito da vigilancia
laboratorial a partir da detecgdo, identificacdo dos sorotipos e caracterizacdo de gendtipos

circulantes na regido utilizando técnicas moleculares.

37



REFERENCIAS

Abhyankar A.M. et al. 2006. Comparison of a dipstick Dot-ELISA with commercial assays

for anti-dengue virus IgM antibodies. Viral Immunol. 19(4): 630-636.

Alcon S. et al. 2002. Enzyme-linked immunosorbent assay specific to dengue virus type 1
nonstructural protein NS1 reveals circulation of the antigens in the blood during the acute
phase of disease in patients experiencing primary or secundary infection. J Clin Microbiol

40: 376-81.

Aquino V. H., Anatriello E., Goncalves P. F., EV D. A. S., Vasconcelos P. F., Vieira D. S.,
Batista W. C., Bobadilla M. L., Vazquez C., Moran M., Figueiredo L. T. 2006. Molecular
epidemiology of dengue type 3 virus in Brazil and Paraguay, 2002-2004. Am J Trop Med

Hyg 75: 710-715.

Alvarez M., Rodriguez-Roche R., Bernardo L., Vazquez S., Morier L., Gonzalez D.,
Castro O., Kouri G., Halstead S. B., Guzman M. G. 2006. Dengue hemorrhagic Fever
caused by sequential dengue 1-3 virus infections over a long time interval: Havana

epidemic, 2001-2002. Am J Trop Med Hyg 75: 1113-1117.

Balmaseda A., Sandoval E., Perez L., Gutierrez C. M., Harris E. 1999. Application of

molecular typing techniques in the 1998 dengue epidemic in Nicaragua. Am J Trop Med

Hyg 61: 893-897.

38



Bedouelle H. et al. 2006. Diversity and junction residues as hotspots of binding energy in

an antibody neutralization the dengue virus. FEBS J. 273:34-46.

Blacksell SD, Newton PN, Bell D, Kelley J, Jr Mammen PM, Vaughn DW, Wuthiekanun
V, Sungkakum A, Nisalak A, Day NPJ 2006. The Comparative Accuracy of 8 Commercial
Rapid Immunochromatographic Assays for the Diagnosis of Acute Dengue Virus

Infection. Clin Infect Dis; 42:1127-34

Blok J., Samuel S., Gibbs A. J., Vitarana U. T. 1989. Variation of the nucleotide and
encoded amino acid sequences of the envelope gene from eight dengue-2 viruses. Arch

Virol 105: 39-53.

Brown J. L., Wilkinson R., Davidson R. N., Wall R., Lloyd G., Howells J., Pasvol G. 1996.
Rapid diagnosis and determination of duration of viraemia in dengue fever using a reverse

transcriptase polymerase chain reaction. Trans R Soc Trop Med Hyg 90: 140-143.

Burke DS, Monath TP 2002. Flavivirus: The viruses and their replication. In BN Fields,

DM Knipe, PM Howley, Virology. Lippincott-Williams & Wilkins, Philadelphia. p.

Callahan J. D., Wu S. J., Dion-Schultz A., Mangold B. E., Peruski L. F., Watts D. M.,
Porter K. R., Murphy G. R., Suharyono W., King C. C., Hayes C. G., Temenak J. J. 2001.
Development and evaluation of serotype- and group-specific fluorogenic reverse

transcriptase PCR (TagMan) assays for dengue virus. J Clin Microbiol 39: 4119-4124.

39



Calva E., Cardosa M. J., Gavilondo J. V. 2002. Avoiding the genomics divide. Trends

Biotechnol 20: 368-370.

Cardosa J., Wang S., Sum M., Tio P. 2002. Antibodies against prM protein distinguish

between previous infection with dengue virus and JEV. BMC Microbiol. 2: 9.

Chakravarti A, Gur R, Berry N, Mathur MD 2000. Evaluation of three commercially
available kits for serological diagnosis of dengue haemorrhagic fever. Diagn Microbiol

Infect Dis 36: 273-274.

Chambers TJ, Hahn CS, Galler R, Rice CM 1990. Flavivirus genome organization,

expression, and replication. Annu Rev Microbiol 44: 649-688.

Chaturvedi U.C., Nagar R., Shrivastava R. 2006. Dengue and dengue haemorrhagic fever:

implications of host genetics. FEMS Immunol Med Microbiol 47: 155-166.

Chaturvedi U. C., Elbishbishi E. A., Agarwal R., Raghupathy R., Nagar R., Tandon R.,
Pacsa A. S., Younis O. 1., Azizieh F. 1999. Sequential production of cytokines by dengue

virus-infected human peripheral blood leukocyte cultures. J Med Virol 59: 335-340.

Chen Y. C.,, Wang S. Y. 2002. Activation of terminally differentiated human
monocytes/macrophages by dengue virus: productive infection, hierarchical production of

innate cytokines and chemokines, and the synergistic effect of lipopolysaccharide. J Virol

76: 9877-9887.

40



Chu M. C., O'Rourke E. J., Trent D. W. 1989. Genetic relatedness among structural protein

genes of dengue 1 virus strains. J Gen Virol 70: 1701-1712.

Chungue, E.; Deubel, V.; Cassar, O.; Laille, M.; Martin, P.M. 1993. Molecular
epidemiology of dengue 3 viruses and genetic relatedness among dengue 3 strains isolated
from patients with wild or severe form for dengue fever in French Polynesia. J. Gen Virol.

74:2765-2770.

Cologna R., Rico-Hesse R. 2003. American genotypes structural decrease dengue output

from human monocytes and dendritics cells. J Virol 77: 3929-38.

Clyde K., Kyle J. L., Harris E. 2006. Recent advances in deciphering viral and host

determinants of dengue virus replication and pathogenesis. J Virol 80: 11418-11431.

Crabtree M.B., Kinney R.M., Miller B.R. 2005. Deglycosylation of the NSI protein of
dengue 2 virus, strain 16681: construction and characterization of mutant viruses. Arch

Virol. 150: 771-786.

Crill W. D., Roehring J. 2001. Monoclonal antibodies that bind to domains III of dengue
virus E glycoprotein are the most efficient blockers of virus adsorption to vero cells. J

Virol. 75 (16): 7769-7773.

De Oliveira Poersch C., Pavoni D. P., Queiroz M. H., de Borba L., Goldenberg S., dos

Santos C. N., Krieger M. A. 2005. Dengue virus infections: comparison of methods for

diagnosing the acute disease. J Clin Virol 32: 272-277.

41



De Paula S. O., de Melo Lima C., Torres M. P., Pereira M. R., Lopes da Fonseca B. A.
2004. One-Step RT-PCR protocols improve the rate of dengue diagnosis compared to

Two-Step RT-PCR approaches. J Clin Virol 30: 297-301.

De Paula S. O., Fonseca B. A. 2004. Dengue: a review of the laboratory tests a clinician

must know to achieve a correct diagnosis. Braz J Infect Dis 8: 390-398.

De Simone T. S., Nogueira R. M., Araujo E. S., Guimaraes F. R., Santos F. B., Schatzmayr
H. G., Souza R. V., Teixeira Filho G., Miagostovich M. P. 2004. Dengue virus
surveillance: the co-circulation of DENV-1, DENV-2 and DENV-3 in the State of Rio de

Janeiro, Brazil. Trans R Soc Trop Med Hyg 98: 553-562.

De Souza V.AF et al. 2007. Sensitivity and specificity of the ELISA-based assays for
discriminating primary from secundary acute dengue virus infection. J Clin Virol. 39: 230-

233.

Deubel V., Nogueira R. M., Drouet M. T., Zeller H., Reynes J. M., Ha D. Q. 1993. Direct
sequencing of genomic cDNA fragments amplified by the polymerase chain reaction for

molecular epidemiology of dengue-2 viruses. Arch Virol 129: 197-210.

Deubel V., Kinney R. M., Trent D. W. 1986. Nucleotide sequence and deduced amino acid

sequence of the structural proteins of dengue virus type 2, Jamaica genotype. Virology 155:

365-377.

42



Dos Santos F. B., Miagostovich M. P., Nogueira R. M., Edgil D., Schatzmayr H. G., Riley
L. W., Harris E. 2002. Complete nucleotide sequence analysis of a Brazilian dengue virus

type 2 strain. Mem Inst Oswaldo Cruz 97: 991-995.

Dussart D.P., et al. 2006. Evaluation of na enzyme immunoassay for detection of dengue

virus NS1 antigen in human serum. Clin Vaccine Immunol. 13 (11): 1185-89.

Facolnar AK, de Plata E, Romero-Vivas CM 2006. Altered enzyme-linked immunosorbent
assay immunoglobulin M (IgM)/IgG optical density ratios can correctly classify all
primary or secondary dengue virus infections 1 day after the onset of symptoms, when all

of the viruses can be isolated. Clin Vaccine Immunol 13: 1044-1051.
Feres V. C., Martelli C. M., Turchi M. D., Junior J. B., Nogueira R. M., Rocha B. A., Silva
L. F., de Jesus Silva M. M., de Paula Cardoso D D. 2006. Laboratory surveillance of

dengue virus in Central Brazil, 1994-2003. J Clin Virol 37: 179-183.

Fields B.N., Knipe D.M., Howley P.M., Griffin D.E. 2001. Fields Virology, 4™ ed.

Lippincott Williams & Wilkins, Philadelphia, Pa.

Figueiredo L.B., Cecilio AB et al. 2008. Dengue virus 3 genotype 1 associated with

dengue fever and dengue hemorrhagic fever, Brazil. Emerg Infect Dis, 14 (2):314-16.

Figueiredo L. T. 2006. Viral hemorrhagic fevers in Brazil. Rev Soc Bras Med Trop 39:

203-210.

43



Figueiredo L. T. 2000. The Brazilian flaviviruses. Microbes Infect 2: 1643-1649.

Figueiredo L. T., Batista W. C., Igarashi A. 1997. A simple reverse transcription-
polymerase chain reaction for dengue type 2 virus identification. Mem Inst Oswaldo Cruz

92:395-398.

Fischer D. B., Halstead S. B. 1970. Observations related to pathogenesis of dengue
hemorrhagic fever. V. Examination of agspecific sequential infection rates using a

mathematical model. Yale J Biol Med 42: 329-349.

Figueroa R., Ramos C. 2000. Dengue virus (serotype 3) circulation in endemic countries

and its reappearance in America. Arch Med Res 31: 429-430.

Goncalvez A. P., Escalante A. A., Pujol F. H., Ludert J. E., Tovar D., Salas R. A., Liprandi

F. 2002. Diversity and evolution of the envelope gene of dengue virus type 1. Virology

303: 110-119.

Gubler DJ, Kuno G, Markoff L. 2006. Flaviviruses. In BN Fields DM Knipe, PM Howley,

Fields Virology, Lippincott Williams & Wilkins, Philadelphia, p 1153.

Gubler D. J. 1998. Dengue and dengue hemorrhagic fever. Clin Microbiol Rev 11: 480-

496.

44



Gubler D. J., Kuno G., Sather G. E., Velez M., Oliver A. 1984. Mosquito cell cultures and
specific monoclonal antibodies in surveillance for dengue viruses. Am J Trop Med Hyg 33:

158-165.

Guilarde A. O., Turchi M. D., Junior J. B. S., Feres V. C. R., Rocha B., Levi J., Souza V.,

Boas L. S. V., Pannuti C., Martelli C. M. T. 2008. Dengue and Dengue Hemorrhagic Fever

among Adults: Clinical Outcomes related to Viral Load, Serotypes and Antibody

Response. J Infect Dis 197: 817.

Guzman M. G., Garcia G., Kouri G. 2006. Dengue and dengue hemorrhagic fever: research

priorities. Rev Panam Salud Publica 19: 204-215.

Guzman M. G. 2005. Global voices of science. Deciphering dengue: the Cuban experience.

Science 309: 1495-1497.

Guzman M. G., Kouri G. 2004. Dengue diagnosis, advances and challenges. Int J Infect

Dis 8: 69-80.

Guzman M. G., Kouri G. 2003. Dengue and dengue hemorrhagic fever in the Americas:

lessons and challenges. J Clin Virol 27: 1-13.

Guzman M. G., Kouri G. 2002. Dengue: an update. Lancet Infect Dis 2: 33-42.

45



Guzman M. G., Vazquez S., Martinez E., Alvarez M., Rodriguez R., Kouri G., de los
Reyes J., Acevedo F. 1996. Dengue in Nicaragua, 1994: reintroduction of serotype 3 in the

Americas. Bol Oficina Sanit Panam 121: 102-110.

Halstead S. B. 2007. Dengue. Lancet 370: 1644-1652.

Halstead S. B. 2006. Dengue in the Americas and Southeast Asia: do they differ? Rev

Panam Salud Publica 20: 407-415.

Halstead S. B., Heinz F. X., Barrett A. D., Roehrig J. T. 2005. Dengue virus: molecular

basis of cell entry and pathogenesis, 25-27 June 2003, Vienna, Austria. Vaccine 23: 849-

856.

Halstead SB 1988. Pathogenesis of dengue: challenges to molecular biology. Science 239:

476-481

Halstead S. B. 1980. Dengue haemorrhagic fever--a public health problem and a field for

research. Bull World Health Organ 58: 1-21.

Hammon W. M., Rudnick A., Sather G. E. 1960. Viruses associated with epidemic

hemorrhagic fevers of the Philippines and Thailand. Science 131: 1102-1103.

Harris E., Sandoval E., Xet-Mull A. M., Johnson M., Riley L. W. 1999. Rapid subtyping of

dengue viruses by restriction site-specific (RSS)-PCR. Virology 253: 86-95.

46



Harris E., Roberts T. G., Smith L., Selle J., Kramer L. D., Valle S., Sandoval E.,
Balmaseda A. 1998. Typing of dengue viruses in clinical specimens and mosquitoes by

single-tube multiplex reverse transcriptase PCR. J Clin Microbiol 36: 2634-2639.

Harving M. L., Ronsholt F. F. 2007. The economic impact of dengue hemorrhagic fever on

family level in Southern Vietnam. Dan Med Bull 54: 170-172.

Heinz F. X., S.L. Allison 2003. Flaviviruses structure and membrane fusion. Adv Virus

Res. 59: 63-67.

Heinz FX, Allison SL 2001. The machinery for flavivirus fusion with host cell membranes.

Curr Opin Microbiol 4: 450-455.

Henchal E. A., Putnak J. R. 1990. The dengue viruses. Clin Microbiol Rev 3: 376-396.

Hiramatsu K., Tadano M., Men R., Lai C. J. 1996. Mutational analysis of a neutralization

epitope on the dengue type 2 virus (DEN2) envelope protein: monoclonal antibody

resistant DEN2/DEN4 chimeras exhibit reduced mouse neurovirulence. Virology 224: 437-

445.

Holmes E. C. 1998. Molecular epidemiology of dengue virus--the time for big science.

Trop Med Int Health 3: 855-856.

47



Hung J. J., Hsieh M. T., Young M. J., Kao C. L., King C. C., Chang W. 2004. An external
loop region of domain III of dengue virus type 2 envelope protein is involved in serotype-

specific binding to mosquito but not mammalian cells. J Virol 78: 378-388.

Hurrelbrink, R.J., McMinn, P.C. 2003 Molecular Determinants of virulence the structural
and functional basis for flavivirus attenuation. In: Chambers T.J. and Monath T.P. (Eds.)
Advances in Virus Research: The Flavivirus: structure, replication and evolution.,

California, Academic Press;. v. 59. p. 01-42.

ICTVdB 2005. Virus taxomony. gt repots of the International Committee on Taxonomy of

Viruses disponivel em http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ICTVdb/Ictv/fr-fst-g.htm

Igarashi A. 1978. Isolation of a Singh's Aedes albopictus cell clone sensitive to Dengue

and Chikungunya viruses. J Gen Virol 40: 531-544.

Kao C. L., King C. C., Chao D. Y., Wu H. L., Chang G. J. 2005. Laboratory diagnosis of
dengue virus infection: current and future perspectives in clinical diagnosis and public

health. J Microbiol Immunol Infect 38: 5-16.

Khanam S., Etedmad B., Khana N., Swaminathan S., 2006. Induction of neutralization

antibodies specific to dengue virus serotypes 2 and 4 by a bivalent antigen composed of

linked envelope domais III of these two serotypes. Am Trop Med Hyg. 74(2): 266-277.

Klugthong C., et al. 2007. Dengue virus detection using whole blood for RT-PCR an virus

isolation. J Clin Microbiol. 45(8): 2480.

48



King C.C. et al. 2008. Comparative analysis of full genomic sequences among different

genotypes of dengue virus type 3. J Virol 5: 63.

Kouri GP, Guzman MG, Bravo JR, Triana C 1989. Dengue haemorrhagic fever/dengue

shock syndrome: lessons from the Cuban epidemic, 1981. Bull WHO 67: 375-380.

Kouri, G.; Guzman, M.G.; Bravo, J.R. 1987. Why Dengue Hemorrhagic Fever In Cuba? 2.

An integral analysis. Trans. R. Soc. Trop. Med. Hyg. 81(5): 821-3.

Kuhn R. J., Zhang W., Rossmann M. G., Pletnev S. V., Corver J., Lenches E., Jones C. T.,
Mukhopadhyay S., Chipman P. R., Strauss E. G., Baker T. S., Strauss J. H. 2002. Structure
of dengue virus: implications for flavivirus organization, maturation, and fusion. Cel/ 108:

717-725.

Kumarasamy V., Chua S.K., Hassan Z., et al. 2007. Evaluation the sensitivity of a
commercial dengue NS1 antigen-capture ELISA for early diagnosis of acute dengue virus

infection. Sigapure Med J. 48(7): 668.

Kurane 1., Ennis F. A. 1994. Cytotoxic T lymphocytes in dengue virus infection. Curr Top

Microbiol Immunol 189: 93-108.

Kruif M.D., Setiati T.E., Mairuhu A.T.A., Koraka P., aberson, H.A., Spek C.A., Osterhaus
A.D.M.E. Reitsma P.H., Brandjes D.P.M., Soemari A., van Gorp E.C.M 2008. Differencial
gene expression changes in children with sever dengue virus infections. PLos Neglected

Trop Dis. 2(4): 1-9.

49



Kuno G, Cropp CB, Wong-Lee J, Gubler DJ 1998. Evaluation of an IgM immunoblot kit

for dengue diagnosis. Am J Trop Med Hyg 59: 757-762.

Kuno G, Gomez I, Gubler DJ. 1987. Detecting artificial anti-dengue IgM immune

complexes using an enzyme-linked immunosorbent assay. Am J Trop Med Hyg 1:153-59.

Kuno G. 1982. Persistent infection of a nonvector mosquito cell line (TRA-171) with

dengue viruses. Intervirology 18: 45-55.

Lambeth C.R. et al. 2005. Flow cytometry-based assay for titrating dengue virus. J Clin

Microbiol 43 (7): 3267-72.

Lanciotti R. S., Gubler D. J., Trent D. W. 1997. Molecular evolution and phylogeny of

dengue-4 viruses. J Gen Virol 78: 2279-2284.

Lanciotti R. S., Lewis J. G., Gubler D. J., Trent D. W. 1994. Molecular evolution and

epidemiology of dengue-3 viruses. J Gen Virol 75: 65-75.

Lanciotti R. S., Calisher C. H., Gubler D. J., Chang G. J., Vorndam A. V. 1992. Rapid
detection and typing of dengue viruses from clinical samples by using reverse

transcriptase-polymerase chain reaction. J Clin Microbiol 30: 545-551.

Leitmeyer K. C., Vaughn D. W., Watts D. M., Salas R., Villalobos I., de C., Ramos C.,

Rico-Hesse R. 1999. Dengue virus structural differences that correlate with pathogenesis. J

Virol 73: 4738-4747.

50



Libraty D. H., Nisalak A., Endy T. P., Suntayakorn S., Vaughn D. W, Innis B. L. 2002.
Clinical and immunological risk factors for severe disease in Japanese encephalitis. Trans

R Soc Trop Med Hyg 96: 173-178.

Li, H.; Clum, S.; You, S.; Ebner, K.E.; Padmanabhan, R. 1999 The Serine protease and
RNA — Estimulated nucleoside triphosphatase and RNA helicase functional domains of
dengue virus type 2 NS3 converge within a region of 20 amino acids. J Virol. 73(4): 3108-

3116.

Lin CW, Wu SC 2003. A functional determinant on Domain III of the Japanese
Encephalitis virus envelope protein interacted with neutralizing-antibody combining sites.

J Virol T7: 2600-2606.

Lindenbach, B.D., Rice, C.M. 2003. Molecular Biology of Flavivirus. In: Chambers T.J.

and Monath T.P. (Eds.) Advances in Virus Research: The Flavivirus: structure, replication

and evolution., California, Academic Press. v. 59. p. 23-61.

Lindenbach BD, Rice CM 2002. Flaviviridae: The viruses and their replication. In BN

Fields, DM Knipe, PM Howley, Virology. Lippincott-Williams & Wilkins, Philadelphia. p.

Luhn K. et al. 2007. Increased frequencies of CD+ CD25(high) regulatory T cells in acute

dengue infection. J Exp Med 204: 979-985.

51



Mandl, C.W., Allison, S.L., Holzmann, H., Meixner, T. Heinz, F.X. 2000 Attenuation of
tick-borne encephalitis virus by structure-based site-specific mutagenesis of a putative

flavivirus receptor binding site. J Virol 74(20): 9601-9609.

Mangada M. M., Endy T. P., Nisalak A., Chunsuttiwat S., Vaughn D. W., Libraty D. H.,
Green S., Ennis F. A., Rothman A. L. 2002. Dengue-specific T cell responses in peripheral
blood mononuclear cells obtained prior to secondary dengue virus infections in Thai

schoolchildren. J Infect Dis 185: 1697-1703.

Matheus S., et al. 2005. Use of four dengue virus antigens for detection of dengue immune

status by ELISA of immunoglobulin G avidity. J Clin Microbiol. 43(11): 5784-86.

McBride W. J., Bielefeldt-Ohmann H. 2000. Dengue viral infections; pathogenesis and

epidemiology. Microbes Infect 2: 1041-1050.

Messer W. B., Gubler D. J., Harris E., Sivananthan K., de Silva A. M. 2003. Emergence

and global spread of a dengue serotype 3, subtype III virus. Emerg Infect Dis 9: 800-809.

Miagostovich M. P., dos Santos F. B., Fumian T. M., Guimaraes F. R., da Costa E. V.,
Tavares F. N., Coelho J. O., Nogueira R. M. 2006. Complete genetic characterization of a

Brazilian dengue virus type 3 strain isolated from a fatal outcome. Mem Inst Oswaldo Cruz

101: 307-313.

52



Miagostovich M. P., Sequeira P. C., Dos Santos F. B., Maia A., Nogueira R. M.,
Schatzmayr H. G., Harris E., Riley L. W. 2003. Molecular typing of dengue virus type 2 in

Brazil. Rev Inst Med Trop Sao Paulo 45: 17-21.

Miagostovich MP, dos Santos FB, de Simone TS, Costa EV, Filippis AM, Schatzmayr HG,
Nogueira RM 2002. Genetic characterization of dengue virus type 3 isolates in the State of

Rio de Janeiro, 2001. Braz J Med Biol Res 35: 869-872.

Miagostovich M. P., dos Santos F. B., Gutierrez C. M., Riley L. W., Harris E. 2000. Rapid
subtyping of dengue virus serotypes 1 and 4 by restriction site-specific PCR. J Clin

Microbiol 38: 1286-1289.

Miagostovich MP, Nogueira RM, dos Santos FB, Schatzmayr HG, Araujo ES, Vorndam V
1999. Evaluation of an IgG enzyme-linked immunosorbent assay for dengue diagnosis. J

Clin Virol 14: 183-189.

Miagostovich M. P., Nogueira R. M., Cavalcanti S. M., Marzochi K. B., Schatzmayr H. G.
1993. Dengue epidemic in the state of Rio de Janeiro, Brazil: virological and

epidemiological aspects. Rev Inst Med Trop Sao Paulo 35: 149-154.

Modis, Y, Ogata, S. Clements, D., Harrison, S.C. 2005 Variable surface epitopes in the

crystal structure of dengue virus type 3 envelope glycoprotein. J Virol 79(2):1223-31.

Modis, Y. Ogata, S. Clements, D., Harrison, S.C. 2004 Structure Of The Dengue Virus

Envelope Protein After Membrane Fusion. Nature 427 (6972): 313-9.

53



Mongkolsapaya J., Duagchinda T., Dejnirattisai W., Vasanawathana S., Avirutnan P.,

Jdirungsri A., Jones Y., McMichael a., Screaton G. 2006. T cell responses in dengue

hemorrhagic fever: are cross-reactive T cells suboptimal? J Immul. 176: 3821-3829.

MS/SVS 2008. Informe Epidemiolégico da Dengue. 2008

MS/SVS 2003. Informe Epidemiologico da Dengue. 2003

MS/Fundagdo Nacional de Saude (FUNASA) 2002b. Dengue: diagnostico e manejo

clinico. Ministério da Saude, Brasilia, 28 pp.

Mukhopadhyays S., Kuhn R.J., Rossman M.G. 2005. A structural perspective of the

flavivirus life cycle. Nat Rev Microbial 3: 13-22.

Nogueira R.M.R., Aratijo J.M.G., Schatzmayr H.G. 2007. Dengue viruses in Brazil, 1986-

2006. Rev Panam Salud Pub. 22(5): 358-363.

Nogueira R. M., Miagostovich M. P., de Filippis A. M., Pereira M. A., Schatzmayr H. G.

2001. Dengue virus type 3 in Rio de Janeiro, Brazil. Mem Inst Oswaldo Cruz 96: 925-926.

Nogueira RM, Miagostovich MP, Schatzmayr HG 2000. Molecular epidemiology of

dengue viruses in Brazil. Cad Saude Publica 16: 205-211.

Nogueira R. M., Miagostovich M. P., Lampe E., Schatzmayr H. G. 1990. Isolation of

dengue virus type 2 in Rio de Janeiro. Mem Inst Oswaldo Cruz 85: 253.

54



Nogueira R. M., Schatzmayr H. G., Miagostovich M. P., Farias M. F., Farias Filho J. D.
1988. Virological study of a dengue type 1 epidemic at Rio de Janeiro. Mem Inst Oswaldo

Cruz 83: 219-225.

Ooi E. E., Goh K. T., Chee Wang D. N. 2003. Effect of increasing age on the trend of

dengue and dengue hemorrhagic fever in Singapore. Int J Infect Dis 7: 231-232.

Osanai C. H., Travassos da Rosa A. P., Tang A. T., do Amaral R. S., Passos A. D., Tauil P.
L. 1983. Dengue outbreak in Boa Vista, Roraima. Preliminary report. Rev Inst Med Trop

Sao Paulo 25: 53-54.

Osatomi K., Sumiyoshi H. 1990. Complete nucleotide sequence of dengue type 3 virus

genome RNA. Virology 176: 643-647.

Pang T., Cardosa M. J., Guzman M. G. 2007. Of cascades and perfect storms: the
immunopathogenesis of dengue haemorrhagic fever-dengue shock syndrome (DHF/DSS).

Immunol Cell Biol 85: 43-45.

Page K.R., Scott A., Manabe Y. C. 2006. The expanding realm of heterologous immunity:

friend or foe? Cell Microbiol 8 (2): 185-196.

Pan American Health Organization 2001. A timeline for dengue in the Americas to
December, 2000 and noted first occurrences 2001. Disponivel em:

http://www.paho.org/english/ HCP/HCT/VBDdengue.

55



Pan American Health Organization 1989. Dengue in Americas: 1980-1987. Epidemiol Bull

10: 1-8.

Peyrefitte C. N., Couissinier-Paris P., Mercier-Perennec V., Bessaud M., Martial J.,
Kenane N., Durand J. P., Tolou H. J. 2003. Genetic characterization of newly reintroduced

dengue virus type 3 in Martinique (French West Indies). J Clin Microbiol 41: 5195-5198.

Pinheiro F. P., Corber S. J. 1997. Global situation of dengue and dengue haemorrhagic

fever, and its emergence in the Americas. World Health Stat O 50: 161-169.

Pires Neto R. J., Lima D. M., de Paula S. O., Lima C. M., Rocco 1. M., Fonseca B. A.
2005. Molecular epidemiology of type 1 and 2 dengue viruses in Brazil from 1988 to 2001.

Braz J Med Biol Res 38: 843-852.

Podder G., Breiman R. F., Azim T., Thu H. M., Velathanthiri N., Mai le Q., Lowry K.,
Aaskov J. G. 2006. Origin of dengue type 3 viruses associated with the dengue outbreak in

Dhaka, Bangladesh, in 2000 and 2001. Am J Trop Med Hyg 74: 263-265.

Rahman M., Rahman K., Siddque A. K., Shoma S., Kamal A. H., Ali K. S., Nisaluk A.,
Breiman R. F. 2002. First outbreak of dengue hemorrhagic fever, Bangladesh. Emerg

Infect Dis 8: 738-740.

Rey, F.A.; Heinz, F.X.; Mandl, C.; Kunz, C.; Harrison, S.C. 1995 The Envelope

glycoprotein from tock-borne encephalitis virus at 2 A resolution. Nature; 375(6529): 291-

298.

56



Rico-Hesse R. 2003. Microevolution and virulence of dengue viruses. Adv Virus Res 59:

315-341.

Rico-Hesse R., Harrison L. M., Salas R. A., Tovar D., Nisalak A., Ramos C., Boshell J., de
Mesa M. T., Nogueira R. M., da Rosa A. T. 1997. Origins of dengue type 2 viruses

associated with increased pathogenicity in the Americas. Virology 230: 244-251.

Rico-Hesse R. 1990. Molecular evolution and distribution of dengue viruses type 1 and 2

in nature. Virology 174: 479-493.

Rigau-Perez J. G., Ayala-Lopez A., Garcia-Rivera E. J., Hudson S. M., Vorndam V.,
Reiter P., Cano M. P., Clark G. G. 2002. The reappearance of dengue-3 and a subsequent
dengue-4 and dengue-1 epidemic in Puerto Rico in 1998. Am J Trop Med Hyg 67: 355-

362.

Rocco 1. M., Kavakama B. B., Santos C. L. 2001. First isolation of dengue 3 in Brazil from

an imported case. Rev Inst Med Trop Sao Paulo 43: 55-57.

Rocha B. A. M. 2008. Perfil clinico-epidemiologico da dengue em menores de 15 anos de

idade, no municipio de Goiania, Goias. Dissertagdo de Mestrado, Universidade Federal de

Goias, 96 pp.

Rodriguez-Roche R., Alvarez M., Gritsun T., Rosario D., Halstead S., Kouri G., Gould E.

A., Guzman M. G. 2005. Dengue virus type 2 in Cuba, 1997: conservation of E gene

57



sequence in isolates obtained at different times during the epidemic. Arch Virol 150: 415-

425.

Roehrig J. T. 2003. Antigenic structure of flavivirus proteins. Adv Virus Res 59: 141-175.

Rosario D., Alvarez M., Diaz J., Contreras R., Rodriguez R., Vazquez S., Guzman M. G.
1998. Polymerase chain reaction for rapid detection and serotyping of dengue virus in

clinical samples. Rev Panam Salud Publica 4: 1-5.

Rosen L 1977. The Emperor's New Clothes revisited, or reflections on the pathogenesis of
dengue hemorrhagic fever. Am J Trop Med Hyg 26: 337-343
Rothman A.L. 2004. Dengue defining protective versus pathologic immunity. J Clin Invest

113 (7): 946-51.

Rothman AL, Ennis FA 1999. Immunopathogenesis of Dengue hemorrhagic fever.

Virology 257: 1-6.

Russell P. K., McCown J. M. 1972. Comparison of dengue-2 and dengue-3 virus strains by

neutralization tests and identification of a subtype of dengue-3. Am J Trop Med Hyg 21:

97-99.

Sabin A. B. 1952. Research on dengue during World War II. Am J Trop Med Hyg 1: 30-50

Salama K 2004. Modelling and simulation of luminescence detection platforms.

Biosensors & Bioeletronics. 19:1377-1386.

58



Santos C. L., Sallum M. A., Foster P. G., Rocco I. M. 2004. Molecular analysis of the
dengue virus type 1 and 2 in Brazil based on sequences of the genomic envelope-

nonstructural protein 1 junction region. Rev Inst Med Trop Sao Paulo 46: 145-152.

Sangkawibha N., Rojanasuphot S., Ahandrik S., Viriyapongse S., Jatanasen S., Salitul V.,
Phanthumachinda B., Halstead S. B. 1984. Risk factors in dengue shock syndrome: a
prospective epidemiologic study in Rayong, Thailand. 1. The 1980 outbreak. Am J

Epidemiol 120: 653-669.

Sariol C. A., Pelegrino J. L., Martinez A., Arteaga E., Kouri G., Guzman M. G. 1999.
Detection and genetic relationship of dengue virus sequences in seventeen-year-old

paraffin-embedded samples from Cuba. Am J Trop Med Hyg 61: 994-1000.

Secretaria de Estado da Saude de Goias (SES/GO). Nota técnica 2008. SPAIS,

Departamento de Endemias.

Schatzmayr HG 2000. Dengue situation in Brazil by year 2000. Mem Inst Oswaldo Cruz

95 Suppl 1: 179-181.

Shu P. Y., Huang J. H. 2004. Current advances in dengue diagnosis. Clin Diagn Lab

Immunol 11: 642-650.

Shu P. Y., et al. 2003. Comparison of capture immunoglobulin M (IgM) and ELISA and

nonstructural NS1 serotype-specific IgG ELISA for detection on primary and secundary

dengue virus infections. Clin Diagn Lab Immunol 10: 622-30.

59



Sierra B. et al. 2007 HLA-A, -B, -C, and -DRBI1 allele frequencies in Cuban individuals
with antecents of dengue 2 disease: advantages of the Cuban population for HLA studies of

dengue virus infection. Hum Immunol 68: 531-540.

Siqueira J. B., Jr., Martelli C. M., Coelho G. E., Simplicio A. C., Hatch D. L. 2005.

Dengue and dengue hemorrhagic fever, Brazil, 1981-2002. Emerg Infect Dis 11: 48-53.

Siqueira Janior JB, Martelli CMT, Maciel 1J, Oliveira RM, Ribeiro MG, Amorim FP,
Moreira BC, Cardoso DDP, Souza WV, Andrade AL 2004. Household survey of dengue
infection in central Brazil: spatial point pattern analysis and risk factors assessment. Am J

Trop Med Hyg 71: 646-651.

Singh K., Lale A., Eong Ooi E., Chiu L. L., Chow V. T., Tambyah P., Koay E. S. 2006. A
prospective clinical study on the use of reverse transcription-polymerase chain reaction for

the early diagnosis of Dengue fever. J Mol Diagn 8: 613-616; quiz 617-620.

Stephenson J.R. 2005. Understanding dengue pathogenesis: implications for vaccine

design. Bull WHO 83 (4):308-14.

Suk-Yin., Kautner 1., sai-Kit L. 1994. Detection and serotyping of dengue virus by PCR: a

simple, rapid method for the isolation of viral RNA from infected mosquito larvae. South-

east Asian J Trop Med Public Health. 25: 258-61.

60



Tassaneetrithep B., Burgess T.H., Granelli-Piperno A., Sun W., Sarasombath S.,
Schlesinger S., Marovich M.A. 2003. DC-SIGN (CD 209) mediates dengue virus infection

of human dendritic cells. J Exp Med. 197: 823-829.

Teixeira Mda G., Costa Mda C., Barreto M. L., Mota E. 2005. Dengue and dengue
hemorrhagic fever epidemics in Brazil: what research is needed based on trends,

surveillance, and control experiences? Cad Saude Publica 21: 1307-1315.

Thein S., Aung M., Shwe N., Aye M., Zaw A., Aaskov 1997. Risk factors in dengue shock

syndrome. Am J Trop Med Hyg. 56: 566-572.

Torres E. M. 2005. Dengue. FIOCRUZ. Rio de Janeiro, 344 pp.

Travassos da Rosa AP, Travassos Da Rosa ES, Travassos Da Rosa JFS, Dégallier N,
Vasconcelos PF, Rodrigues SG 1994. Os arbovirus no Brasil: generalidades, métodos e

técnicas de estudo 2. Instituto Evandro Chagas. FUNASA Ministério da Saude, Belém-PA,

23 pp.

Trent D. W., Grant J. A., Monath T. P., Manske C. L., Corina M., Fox G. E. 1989. Genetic

variation and microevolution of dengue 2 virus in Southeast Asia. Virology 172: 523-535.

Trent DW, Manske CL, Fox GE, Chu MC, Kliks Sc, Monath TP 1990. The molecular

epidemiology of dengue viruses; genetic variation and microevolution. In: Aplied Virology

Research 2: 293-315

61



Uzcategui N. Y., Comach G., Camacho D., Salcedo M., Cabello de Quintana M., Jimenez
M., Sierra G., Cuello de Uzcategui R., James W. S., Turner S., Holmes E. C., Gould E. A.
2003. Molecular epidemiology of dengue virus type 3 in Venezuela. J Gen Virol 84: 1569-

1575.

Varma M. G., Pudney M., Leake C. J., Wallace C. 1974. Proceedings: Cytopathic effect of

dengue-2 virus on an established mosquito cell-line. Trans R Soc Trop Med Hyg 68: 12.

Vasconcelos P. F., de Menezes D. B., Melo L. P., Pesso E. T., Rodrigues S. G., da Rosa E.
S., Timbo M. J., Coelho I. C., Montenegro F., da Rosa J. F., et al. 1995. A large epidemic
of dengue fever with dengue hemorrhagic cases in Ceara State, Brazil, 1994. Rev Inst Med

Trop Sao Paulo 37: 253-255.

Vaughn D. W., Green S., Kalayanarooj S., Innis B. L., Nimmannitya S., Suntayakorn S.,
Endy T. P., Raengsakulrach B., Rothman A. L., Ennis F. A., Nisalak A. 2000. Dengue
viremia titer, antibody response pattern, and virus serotype correlate with disease severity.
J Infect Dis 181: 2-9.

Vaughn DW, Nisalak A, Solomon T, Kalayanarooj S, Nguyen MD, Kneen R, Cuzzubbo A,
Devine PL 1999. Rapid serologic diagnosis of dengue virus infection using a commercial
capture ELISA that distinguishes primary and secondary infections. Am J Trop Med Hyg

60: 693-698.

Vezza A. C., Rosen L., Repik P., Dalrymple J., Bishop D. H. 1980. Characterization of the

viral RNA species of prototype dengue viruses. Am J Trop Med Hyg 29: 643-652.

62



Victor T. J., Malathi M., Asokan R., Padmanaban P. 2007. Laboratory-based dengue fever

surveillance in Tamil Nadu, India. Indian J Med Res 126: 112-115.

Videa E. et al. 2006. Immunoglobulin M enzyme-linked immunosorbent assay using

recombinant polypeptides for diagnosis of dengue. Clin Diagn Lab Immunol. 12: 882-884.

Vorndam, V., Kuno, G. 1997 Laboratory Diagnosis Of Dengue Virus Infections. In:
Gubler D.J.; Kuno, G., eds. Dengue and dengue haemorrhagic fever. New York: CAB

International: 313-33.

Vorndam V., Kuno G., Rosado N. 1994. A PCR-restriction enzyme technique for

determining dengue virus subgroups within serotypes. J Virol Methods 48: 237-244.

Wang W. K., Lin S. R., Lee C. M., King C. C., Chang S. C. 2002. Dengue type 3 virus in

plasma is a population of closely related genomes: quasispecies. J Virol 76: 4662-4665.

Watts D. M., Porter K. R., Putvatana P., Vasquez B., Calampa C., Hayes C. G., Halstead S.
B. 1999. Failure of secondary infection with American genotype dengue 2 to cause dengue

haemorrhagic fever. Lancet 354: 1431-1434.

Whitley R 2008. The new age of molecular diagnosis for microbial agents. New Engl J

Med 358(10): 988-989.

WHO Healthsites Dengue/dengue hemorragic fever. Disponivel em

http://www.who.int/csr/disease/dengue/en/. 2007.

63



WHO/TDR. TDR research on dengue: recommendations of a scientific working group.
Dengue. Geneva, Switzerland. Jun.Wu S. J., Grouard-Vogel G., Sun W., Mascola J. R.,
Brachtel E., Putvatana R., Louder M. K., Filgueira L., Marovich M. A., Wong H. K.,
Blauvelt A., Murphy G. S., Robb M. L., Innes B. L., Birx D. L., Hayes C. G., Frankel S. S.
2000. Human skin Langerhans cells are targets of dengue virus infection. Nat Med 6: 816-

820.

WHO 2002. Dengue and dengue haemorrhagic fever. Fact Sheets, Who information 117, 4

WHO 1997. Dengue haemorrhagic fever: diagnosis, treatment, prevention and control.

2nd Edition. Geneva. 34-47.

Wittke V., Robb T. E., Thu H. M., Nisalak A., Nimmannitya S., Kalayanrooj S., Vaughn
D. W,, Endy T. P., Holmes E. C., Aaskov J. G. 2002. Extinction and rapid emergence of

strains of dengue 3 virus during an interepidemic period. Virology 301: 148-156.

Wu SJ, Hanson B, Paxton H, Nisalak A, Vaughn DW, Rossi C, Henchal EA, Porter KR,
Watts DM, Hayes CG 1997. Evaluation of a dipstick enzyme-linked immunosorbent assay

for detection of antibodies to dengue virus. Clin Diagn Lab Immunol 4: 452-457.

XuH., DiB.,,Pan Y., Qiu L., Wang Y., Hao W., He L., Yuen K., Che X. 2006. Serotype 1-
specific monoclonal antibody-based antigen capture immunoassay for detection of
circulating nonstructural protein NS1: implications for early diagnosis and serotyping of

dengue virus infections. J Clin Microbiol 44:2872-2878.

64



Young P. R., Hilditch P. A., Bletchly C., Halloran W. 2000. An antigen capture enzyme-
linked immunosorbent assay reveals high levels of the dengue virus protein NS1 in the sera

of infected patients. J Clin Microbiol 38: 1053-1057.

Zhao B., Mackow E., Buckler-White A., Markoff L., Chanock R. M., Lai C. J., Makino Y.
1986. Cloning full-length dengue type 4 viral DNA sequences: analysis of genes coding for

structural proteins. Virology 155: 77-88.

Zulueta A., Martin J., Hermida L., Alvarez M., Valdes 1., Prado 1., Chinea G., Rosario D.,
Guillen G., Guzman M. G. 2006. Amino acid changes in the recombinant Dengue 3
Envelope domain III determine its antigenicity and immunogenicity in mice. Virus Res

121: 65-73.

65



OBJETIVOS




Detectar e identificar os sorotipos dos virus dengue circulantes em Goidnia-GO, nos anos
de 1994 a 2003, através do isolamento viral em cultura de células € RT-PCR em amostras

provenientes de casos suspeitos de dengue em Goiania-GO.

Caracterizar os genotipos dos virus dengue pela RSS-PCR em amostras positivas
provenientes de pacientes sintomadticos atendidos nos centros de referéncia e hospitais

selecionados de Goiania-GO, entre 2002 e 2003.

Caracterizar o genotipo do DENV-3, através do sequenciamento genomico e analise
filogenética, em amostras positivas de dengue selecionadas entre diferentes formas clinicas

diagnosticados em Goiania-GO, nos anos de 2005 e 2006.
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RESUMO

Introdugdo. Os padrdes endémicos e epidémicos da dengue no Brasil indicam uma
tendéncia de aumento na incidéncia e hospitalizacdo desde a década de 80.

Objetivo: Descrever sobre os sorotipos virais circulantes de dengue nos anos de 1994 a
2003 e o papel dos diferentes sorotipos nos desfechos clinicos de dengue na regido Centro-
Oeste do Brasil.

Meétodos: A vigilancia viroldgica de casos foi conduzida na cidade de Goidnia-GO
(~1.200.000 habitantes) de 1994 a 2003. Amostras foram testadas para anticorpos IgM anti-
dengue e/ou isolamento viral. A circulagdo de sorotipos e gendtipos foi identificada pela
transcriptase reversa - reagcdo em cadeia da polimerase (RT-PCR) e pela PCR baseada em
reacdo de restricdo sitio-especificos (RSS-PCR) em amostras selecionadas.

Resultados: O grupo mais acometido foi o de adultos (87,4%) e a dengue classica foi
diagnosticada na maioria dos casos. A vigilancia laboratorial identificou o sorotipo DEN-1
como prevalente nos anos 1994 a 2002, o qual foi substituido por uma alta circulagao de
DEN-3 em 2003. A razao de dengue para dengue com complicagdes/FHD permaneceu
constante apos a introducdo de DEN-3. O diagnostico de dengue foi confirmado em
aproximadamente 50% dos casos suspeitos de dengue foi diagnosticado por RT-PCR. Os
padroes de RSS-PCR obtidos para DEN-1 e DEN-3 corresponderam aos subtipos
circulantes no pais.

Conclusoes: Os resultados da vigilancia virologica ndo sugerem que a infeccdo pelo
sorotipo DEN-3 tenha um papel relevante da no aumento da gravidade da doenca durante

seu primeiro ano de dispersdao no Centro-Oeste do Brasil.
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ABSTRACT

Background: In Brazil, dengue endemic and epidemic patterns indicate an upward trend in
incidence and hospitalization in the past decade.

Objective: To report dengue circulating serotypes from 1994 to 2003 and the role of
distinct serotypes on dengue clinical outcomes in Central Brazil.

Methods: Virological surveillance for dengue cases was conducted in the city of Goidnia
(~1,200,000 population) from 1994 to 2003. Samples were tested using dengue IgM
antibody (MAC-ELISA) and/or virus isolation. Circulating subtypes and genotypes were
identified by reverse transcriptase PCR (RT-PCR) and by restricted site-specific PCR
(RSS-PCR) patterns in selected samples.

Results: Adults (87,4%) were the most affected group and dengue fever accounted for the
majority of the cases. Laboratory surveillance identified mainly DEN-1 serotype from
1994 to 2002 shifting to a high circulation of DEN-3 in 2003. The ratio of dengue fever to
dengue with complication/DHF remained constant following the introduction of DEN-3.
Diagnosis of dengue was confirmed in ~50% of the suspected

Cases enhanced by RT-PCR. RSS-PCR patterns for DEN-1 and DEN-3 corresponded to
the circulating subtypes in the country.

Conclusions: The result of virological surveillance did not suggest a major role of infecting

DEN-3 in increasing disease severity during its first-year spread in Central Brazil.

Keywords: Dengue; Surveillance; Clinical; Virus isolation; Reverse transcriptase-

polymerase chain reaction; Diagnosis
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1. INTRODUCTION

Dengue fever and dengue hemorrhagic fever (DHF) are considered among the most
important vector-borne diseases in tropical regions, with an estimated annual incidence of
50-100 million cases of dengue fever and more than 500 000 reported cases of DHF/DSS
worldwide (Gubler, 1997; Guzman and Kouri, 2003). In Brazil, the first dengue epidemic
was restricted to a city in the northwest region (1981). The introduction of DEN 1 (1986),
DEN 2 (1990) and DEN 3 (2000) occurred in the southeast region, considered the main
route for the spread of dengue virus countrywide (Miagostovich et al., 2002; Siqueira et al.,
2005). During the last decade, there was an upward trend in incidence, peaking with more
than 300 cases per 100,000 inhabitants in the year of 2002, with explosive epidemics in
many large cities (Siqueira et al., 2005).

Dengue fever (DF) is mainly a mild acute febrile disease and DHF/DSS is
characterized by fever, thrombocytopenia, hemorrhagic manifestations, and excessive
capillary permeability that may progress to shock and death (WHO, 1997). Increased risk
for severity of dengue outcomes are likely to be explained by a secondary infection due to
a different serotype, or by correlation with virus virulence yielded by genetic variation
(Hasltead 1997; Holmes and Twiddy, 2003). The role of distinct serotypes and/or previous
infection on the severity of clinical outcomes has not been fully established (Endy et al.,
2004). In Brazil, increasing rates of hospitalization due to DHF or severe DF cases, and
increases in the number of deaths caused by the infection have been reported (Siqueira et
al., 2005).

In the current study, we present the results of a laboratory surveillance conducted in
the city of Goiania in central Brazil since dengue virus introduction in 1994 to 2003. We

focused on the circulating serotypes, its temporal association with the outbreaks and the
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severity of the clinical cases. We also present the results of an pro-active surveillance to
identify serotypes by reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR), and the
genetic characterization by RSS-PCR in selected samples. These findings are important to
characterize the epidemiologic pattern of the first decade of dengue/DHF in one of the

most populated cities in Central Brazil.

2. METHODS

2.1. Surveillance and study site

Dengue/DHF is a reportable disease and the official Brazilian surveillance system
was described in detail previously (Siqueira et al., 2005). Dengue is reported according to
severity: (1) dengue fever, (2) dengue with complications, (3) dengue hemorrhagic fever
(DHF) and (4) dengue shock syndrome (DSS). Dengue with complications includes the
cases that do not fulfill the DHF criteria and the classical dengue case definition is
inadequate due to the severity of the clinical manifestations, as follows: hemorrhagic or
neurological  manifestations, cardio-respiratory  dysfunction, hepatic  failure,
thrombocytopenia (platelet counts < 50 000 per pL), leucopenia (< 1000 cells) or death
(Ministério da Saude, 2005). DHF and DSS case definition are follows standard criteria
(WHO, 1997).

Laboratory surveillance was initiated since the first epidemic in 1994 in the city of
Goiania (~1,200,000 population), in central Brazil. Suspected cases were from the main
public infectious disease reference hospital and outpatient clinics covering the metropolitan
area. Dengue incidence is estimated by case report from the surveillance system. Cases

were routinely confirmed by serological test or virus isolation at the regional reference
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laboratory. Data on age, sex, disease classification, and disease outcomes for the reported
cases were extracted from digital files from the official information system.

Serological tests were performed for serum collected after 5 days of the onset of
symptoms using in-house dengue IgM antibody capture MAC-ELISA (Kuno et al., 1987).
The Dengue Control Program recommends serological test to all suspected dengue case in
non-epidemic periods. During epidemics, around 10% of the suspected cases should be
tested by IgM serology (Ministério da Saude, 2005). From 1994 to 2003, blood samples (<
7 days after the onset of disease) were obtained from suspected dengue cases from
hospitals and health centers throughout the year. Virus isolation was performed at the
reference laboratory (LACEN-GO, Brazil) using a monolayer of C6/36 Aedes albopictus
cells (Igarashi, 1978). Dengue virus isolates were identified by an indirect fluorescent

antibody test using serotype-specific monoclonal antibodies (Gubler et al., 1984).

2.2. Pro-active dengue surveillance

From May-December 2003, disease surveillance was enhanced to monitor
circulating subtypes by adding molecular techniques. 87 suspected dengue cases had paired
samples from acute and convalescent-phase (~day 14) collected. Aliquots of blood were
immediately stored in liquid nitrogen and transported weekly to the reference laboratory
for virus isolation and molecular testing. Besides routine dengue IgM antibodies, IgM/IgG
antibodies were assessed by EIA (PanBio Indx, Inc., Baltimore, MD). Serology and virus
isolation and reverse transcriptase PCR (RT-PCR) were performed for detecting the
infecting serotype, and 12 viral isolates were analyzed by restriction site-specific -
polymerase chain reaction (RSS-PCR) for genetic subtype.

The infecting DEN serotype was identified from acute-phase serum samples (n=87)

by RT-PCR (Lanciotti et al., 1992). RNA was extracted according to standard protocol

74



(Boom et al., 1990). Molecular subtyping of DEN 1; DEN 2; DEN 3 were performed
according to previously described techniques by using RSS-PCR (Harris et al., 1999;

Miagostovich et al., 2000).

2.3. Statistical analysis

Descriptive statistics for the study population characteristics and laboratory
findings were performed using SPSS Inc., Chicago, Illinois, version 10. x> test were
applied for comparisons between proportions and p<0.05 considered to be significant. The
study received the approval of the local Ethical Committee, and all patients or guardians
gave informed consent for molecular techniques, which are not part of the routine

surveillance.

3. RESULTS

A total of 5,553 samples from suspected dengue cases were tested for virus
isolation from 1994 to 2003. DEN 1 was the only detected serotype until 1999 followed by
virus isolation of DEN 2 and DEN 3 in 2002. The first confirmed DHF occurred in 1998.

During 2002, dengue virus was isolated in 22.8% out of 3052 samples tested. DEN
1 was isolated in 20.7% (632/3052) of the specimens being the predominant serotype
among the positive isolates (90.7%), followed by DEN 2 (6.6%) and DEN 3 (2.7%). In
2003, dengue virus was isolated in 16.0% out of 431samples tested. The predominant
serotype was DEN 3 representing 76.8% of positives samples, followed by DEN 1 (17.4%)
and DEN 2 (5.8%). There was a statistically significant difference in the proportion of
DEN 1 and DEN 3 isolations in both years (y’=251.8; p<0.001 and y’=404.7; p<0.001)

(Table 1, Figure 1).
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The main characteristics of the symptomatic cases in which the infecting serotype
was identified are presented in Table 2. The majority of cases had mild disease and was
categorized as dengue fever. The overall ratio male to female was around 1:1.3. The most
affected age group was adult (> 15 years of age) which comprised 87.4% in the reported
dengue cases. Dengue with complications accounted for 22.2% among the DEN 1 isolates
in 2002 and 28.3% among DEN 3 in 2003 (x’=0.12; p=0.73). Overall, eight cases were
classified as DHF corresponding to 1.0% of the cases confirmed by isolation. Four deaths
due to dengue were laboratory-confirmed by serology and/or immunohistochemistry (liver
biopsy). Two were classified as DHF, two as dengue with complication, and all of them
occurred in the adult population, age range 20-50 years old.

Pro-active surveillance - Dengue infection was laboratory confirmed in 47.1% out
of 87 patients tested by RT-PCR, virus isolation and serology. RT-PCR identified the
infecting serotypes in 25.3% of the samples (22/87): DEN 1 (n=7), DEN 2 (n=7) and DEN
3 (n=8). Three positive samples by viral isolation were also positive by RT-PCR, however,
for 22 samples the DEN was identified by RT-PCR. 30 patients had IgM positivity (34.1%;
1C95% 24.6%-44.6%), with 4 sero-conversion in paired samples. Anti-dengue IgM/IgG
antibodies were positive for 81.2% of the samples indicating cumulative dengue virus

exposure.

DEN 1 belonged to RSS-PCR subtype C, and DEN 3 strains analyzed matched to
subtype C. Both serotypes corresponded to the circulating strains in the country (De
Simone et al., 2004). DEN 2 strains had similar profiles but could not be matched to

known patterns.
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4. DISCUSSION

In central Brazil, the city of Goiania evolved from high DEN 1 circulation in 2002
to a high circulation of DEN 3 in 2003. Despite the co-circulation of three different
serotypes in recent years, DHF and DF cases are still reported mainly in adults, which
characterize a different pattern from Asian countries and some endemic American
countries (Guzman and Kouri, 2003; Siqueira et al., 2005). The reintroduction of DEN 3 in
the Americas occurred in Nicaragua and Panama in 1994, spreading to most American
countries (Briseno-Garcia et al., 1996; Nogueira et al., 2001; Barbosa da Silva Jr et al.,
2002; Rigau-Perez et al.,, 2002). A study in Nicaragua showed that children already
represent the major burden of dengue after 15 years of dengue virus circulation, and DEN
2 was the prevailing serotype (Hammond et al., 2005).

In our setting the virological surveillance does not suggest a major role of infecting
DEN 3 serotype in increasing disease severity since the ratio of dengue fever to dengue
with complications/DHF remained constant. These findings are in concordance with data
from Puerto Rico where there was not an increase in disease severity associated with DEN
3 introduction in 1998 (Rigau-Perez et al., 2002). In contrast, the introduction of DEN 3 in
the Rio de Janeiro State led to almost two thousands DHF cases and 91 fatalities in 2002
(Casali et al., 2004; Nogueira, 2005). The association between severity of disease and
introduction of DEN 3 serotypes in both settings in Brazil should be interpreted with
caution since primary and secondary dengue infection cannot be distinguished by the
official Brazilian surveillance system. In our study more than 20% of laboratory-confirmed
dengue cases were classified as dengue with complications showing the difficult to fulfill
the DHF criteria. Previous studies have pointed out that the application of the WHO

criteria for case ascertainment may underestimate the number of DHF and/or its severe
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clinical manifestations, especially among the adult population (Rigau-Perez and Bonilla,
1999; Balmaseda et al., 2005). Sequential viral dengue infections, virulence of different
virus strains, previous immune status, genetic diversity of the population, age-related
differences and co-morbidity are possible explanations for disease severity (Hasltead,
1997, Hammond et al 2005). Therefore, multiple and complex factors may contribute to
dengue severity. Our results, although limited to a subset of the dengue cases and dengue
serotypes, reflects the recent introduction DEN 3 in central Brazil.

In this study, the serotypes identification by viral isolation showed low yield. Viral
isolation is considered a laborious and time-consuming methodology with well-known
limitation for large scale monitoring (Guzman and Kouri, 2004; Shu and Huang, 2004).
Nevertheless, it is the gold standard technique for virus detection (World Health
Organization, 1997). The RT-PCR technique enhanced the laboratory-confirmed cases in
this investigation in concordance with previous publications showing that a combination of
RT-PCR and virus isolation increases the laboratory diagnosis of dengue. The advantage
of RT-PCR is that it allows a timely identification of dengue serotypes for diagnostic and
surveillance purposes. The relatively simple RSS-PCR typing applied helped to
characterize the common origin of dengue-1, according to the classification previously
described in Brazil (Miagostovich et al., 2000; Miagostovich et al., 2002). The pattern
detected in the dengue-3 strain belonged to subtype C, with a variation (Harris et al., 1999)
also detected in samples from Brazil (Miagostovich et al.,, 2002) and Nicaragua
(Balmaseda et al., 1999).

Our findings represent an early stage of DEN 3 transmission and that the impact of
this serotype on disease severity may still not be noticeable. Continuous monitoring of

circulating serotype enhanced with molecular techniques is critical for dengue surveillance
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not only to detect the introduction of a new serotype, but also to understand the transition

on disease severity and the shift from age groups among different populations and regions.
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2003. Blank bars show reported cases in the regional surveillance program and black bars the number
of laboratory-confirmed cases. Gray lines represent percent of positive DEN 1 isolates and black lines

the percent of positive DEN 3 isolates.
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Table 1.

Serotypes of dengue virus isolated, Goiania- Central Brazil, 1994-2003

Y Reported Positive/Total (%) Serotypes (%)

ears eporte ositive/Total (%) DEN-I DEN-2 DEN-3

1994-98 8644 3/233(1.3) 3 (100.0) - -
1999 468 17 /284 ( 6.0) 14 (82.4) 3(17.6) -
2000 432 23/367( 6.2) 18 (78.3) 5Q21.7) -
2001 6709 203 /1186 (17.1) 160 (78.8) 43 (21.2) -
2002 17632 697 /3 052 (22.8) 632 (90.7)° 46 (6.6) 19 2.7)°
2003 7438 69 /431 (16.0) 12 (17.4)° 4(58) 53(76.8)

* Percentages are positive divided by total samples tested for virus isolation
® Percentages are dengue serotypes by positive samples
¢ versus ¢ %’=251,8 p<0.001;
¢ versus ' y?=404.7 p<0.001

Table 2.

Characteristics of dengue cases according to serotypes, 2002-2003

Year 2002 Year 2003
DEN 1 DEN 2 DEN 3 DEN 1 DEN 2 DEN 3

Characteristics n=632 (%) n=46 (%) n=19 (%) n=12 (%) n=4 (%) n=53 (%)
Age years

1-10 35( 5.5) 2( 4.3) 2(10.5) 0( 0.0) 0(00) 1(19)
11-20 136 (21.5) 4( 8.7) 2(10.5) 3(25.0) 1(25.00 10(18.9)
21-30 162 (25.6) 12 (26.1) 5(26.3) 2 (16.7) 0(0.00 12(22.6)
31-40 142 (22.5) 12(26.1) 3(15.8) 6( 5.0) 1(25.0) 11(20.8)
41 -50 80 (12.7) 7(15.2) 4(21.1) 1( 8.3) 0(0.0) 8(15.1)
51-60 77 (12.2) 9 (19.6) 3 (15.8) 0( 0.0) 2(50.0) 11(20.8)
Disease classification

Dengue Fever 422 (66.8)  28(60.9) 13 (68.4) 9(75.0)  4(100.0) 36 (67.9)
ngﬁ‘:;lx;}ilons 159 (22.2) 14 (30.4) 5(26.3) 1( 8.3) 0( 0.0) 15(283)
DHF* 4( 0.6) 2(43) 0( 0.0 0( 0.0) 0( 0.0 1( 1.9
Not classified 47 ( 7.4) 2(43) 1(5.3) 2 (16.7) 0( 0.0 1( 1.9

Values shown in parenthesis are percentage; 5 records with missing data on age
* DHF Dengue hemorrhagic fever
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RESUMO

A dengue ¢ a arbovirose mais dispersa no mundo e representa hoje uma das maiores
preocupagdes em saude publica. Os virus dengue sdo membros da familia Flaviviridae,
género Flavivirus, sendo caracterizados quatro sorotipos virais (DENV-1 a DENV-4) e
diferentes gendtipos intra-tipicos. O genotipo III do DENV-3 foi associado ao
aparecimento de FHD no Sri Lanka e se dispersou pela India, Africa e América Latina.
Atualmente, o DENV-3 ¢ o sorotipo prevalente na maioria dos estados brasileiros com
aumento de notificagdes de casos, hospitalizagdes e Obitos pela doenca. O objetivo deste
trabalho € caracterizar o gendtipo circulante do DENV-3 pelo seqiienciamento genomico e
analise filogenética de amostras isoladas de pacientes recrutados de unidades de satde de
referéncia na cidade de Goiania-GO, entre 2005 e 2006. Pacientes com FHD e dengue com
complicacdes com resultado de isolamento viral e/ou PCR positivo para DENV-3 foram
selecionados de uma coorte de dengue e analisados com casos de dengue cléssica
selecionados randomicamente. A seqiiéncia da regido prM/M/E do genoma viral foi obtida
em sete amostras e analisadas em comparacdo com cepas de referéncia. Os resultados
mostraram a homologia das seqiiéncias do estudo com as cepas do genotipo III. A
identidade nucleotidica das amostras variou de 97,0% a 99,6% e de aminoacidos 97,5% a
99,5%. A analise da seqiiéncia nucleotidica revelou mutagdes silenciosas e 14 substitui¢cdes
de aminoacidos na seqiiéncia da proteina do gene prM/M/E. Em conclusdo, o estudo
confirma que as cepas de DENV-3 da regido centro-oeste pertencem ao genétipo III.
Alteragdes gendmicas foram observadas ao longo do dominio III da proteina E, as quais
poderiam afetar a patogenicidade, entretanto ndo foram consistentes entre as amostras de
DCC e FHD. Amostras de pacientes com dengue classica apresentaram alteragdes relatadas
como pontos de atenuacdo viral. Maiores investigacdes serdo necessarias para confirmar as

alteracoes encontradas e sua relacdo com as formas clinicas.
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ABSTRACT

Dengue is currently considered a mosquito-borne disease with worldwide dispersion and
an important public health problem. Dengue viruses are members of the Flaviviridae
family, Flavivirus genus, and characterized by four serotypes (DENV-1 to DENV-4) with
different genotypes intratypical. DENV-3 genotype III was associated with the appearance
of dengue hemorrhagic fever (DHF) in Sri Lanka, and the later spread to the Indian, Africa
and Latin American continent. Nowadays, DENV-3 is the prevailing serotype in Brazil
with increasing trend of the report cases, hospitalizations and deaths. The objective of this
manuscript is to characterize the DENV-3 genotype circulating regionally, performing the
genomic sequencing and phylogenetic analysis of samples isolated from dengue patients
recruited from references health units in the city of Goidnia, Goias State between 2005-
2006. Patients with DHF and complicated dengue forms who had positive virus isolation or
positive PCR for DENV-3 were selected from a cohort of dengue and a comparison group
of dengue fever was random selected for analysis. Seven samples had sequences of the
prM/M/E region obtained and comparative analysis was performed with the reference
strains. The results showed the homology of the genomics sequences with genotype III
strains. The nucleotide identity of the all the samples varied from 97.0% to 99.6% and the
amino acid sequences from 97.5% to 99.5%. The analysis of the nucleotide sequence
revealed silent mutation and 14 amino acid changes in the protein deduced from gene
prM/M/E. In conclusion, the study confirms that the strains of DENV-3 in Central Brazil
relate to genotype IIl. The genomic changes along Domain III of the protein E were
observed, which could affect the pathogenicity, but were not consistent between samples of
DCC and DHF. Samples of patients with dengue fever had mutations related to viral
attenuation. More investigation is necessary to evidence of genomic changes found in

relationship with clinical forms.
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INTRODUCAO

A dengue ¢ a arbovirose mais dispersa no mundo, transmitida ao homem pela
picada do Aedes aegypti, o principal vetor (Halstead 2007). A dengue representa hoje uma
das maiores preocupagdes em saude publica, pois nos ultimos 30 anos apresentou uma
continua expansdo geografica com periodos epidémicos ¢ a tendéncia de aumento de
formas graves. Atualmente, a dengue ¢ endémica em mais de 100 paises nas regides
tropicais, podendo infectar anualmente cerca de 50 milhdes de pessoas implicando em
hospitalizagdes e mortes, com grande impacto econdmico e social (Gubler 2002, WHO
2007, Harving & Ronsholt 2007).

Os virus dengue (DENV) sdo membros da familia Flaviviridae, género Flavivirus.
Possui genoma RNA (711 Kb) de fita simples, polaridade positiva, cuja tinica regido ORF
(Open Read Frame) codifica uma poliproteina, co- e pds-traducionalmente clivada em trés
proteinas estruturais (capsideo C, membrana prM/M e envelope E) e 7 ndo estruturais
(NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b, NS5) (Heinz & Allison 2003). Os flavivirus sdo
virus de 40-60 nm de diametro constituidos por um capsideo icosaédrico formado por pela
proteina C, que circunda o genoma viral. O envelope viral incorpora a proteina E, a maior
proteina de superficie do virus, com propriedade antigénica, indutora de imunidade
protetora, tendo como principal fungdo participar da ligagdo com receptores celulares e
fusdo de membrana para a entrada do virus (Kuhn et al. 2002, Lindenbach & Rice 2003).

Os DENV foram classificados em quatro sorotipos virais (DENV-1 a DENV-4) de
acordo com diferengas antigénicas. A variabilidade genética dos virus tem sido
demonstrada pela caracterizagdo filogenética em diferentes grupos em cada sorotipo
denominados gendtipos (Deubel et al. 1993, Lanciotti et al. 1997, Nogueira et al. 2000,

Rico-Hesse 2003). A defini¢do de homologia entre essas variantes foi determinada pela
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comparagao entre seqiiéncias parciais da regido estrutural do genoma viral de isolados do
virus DENV-1, DENV-2, DENV-3 ¢ DENV-4 de diferentes regidoes geograficas (Rico-
Hesse 1990, Lanciotti et al. 1994, 1997, Gongalvez et al. 2002). A epidemiologia
molecular tem demonstrado a origem e distribui¢do geografica dos DENV e a associagdo
de especificos genotipos intra-tipicos com doenca de maior ou menor gravidade (Lanciotti
et al 1997, Leitmeyer et al. 1999, Rico-Hesse 1997, 2003, Nogueira et al. 2000, Messer et
al. 2003).

Considerando a epidemiologia do DENV-3, Messer et al. (2003) mostrou a
circulagdo de um novo variante do DENV-3, gendtipo III, associada ao aparecimento de
FHD em Sri Lanka em 1989 com dispersdo pelo subcontinente indiano ¢ Africa e, entdo,
para a América Latina.

No Brasil, o DENV-3 circula concomitantemente com DENV-1 e DENV-2 desde a
sua introdu¢do no Rio de Janeiro, em 2000 (Nogueira et al. 2000, 2001). Este sorotipo
apresentou rapida dispersao pelo pais, causando epidemias em diversas cidades em 2002,
tornando—se o sorotipo prevalente na maioria dos estados brasileiros (MS/SVS 2003,
Teixeira et al. 2005) A partir de 2002 houve aumento de notificagdes, hospitalizagdes e
obitos pela doenca (Siqueira Jr et al. 2005).

A caracterizacdo molecular do DENV-3 identificou como gendtipo III, o virus
circulante no Brasil, utilizando a Reagdo em Cadeia da Polimerase baseada em Sitios de
Restricao Especificos (RSS-PCR) e pelo sequenciamento parcial e completo do genoma do
DENV-3 (Féres et al. 2006, Miagostovich et al. 2002, 2006, Aquino et al. 2006). Foi
determinada a origem asiatica deste gendtipo introduzido no Brasil pela passagem nas ilhas
do Caribe. Mutagdes no genoma do DENV-3 foram demonstradas em alguns estudos,
entretanto a associacdo dessas alteragdes com a gravidade da doenga ainda ndo esta

totalmente esclarecida (Aquino et al. 2006, Zulueta et al. 2006).
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No Brasil, estudos que determinam a diversidade genética dos DENV ainda sao
poucos e caracterizam predominantemente amostras da regiao sudeste do Brasil (Nogueira
et al. 2000, dos Santos et al. 2002, Santos et al. 2004, Pires Neto et al. 2005, Miagostovich
et al. 2002, 2003, 2006, Figueiredo et al. 2008).

Em Goiania-GO cerca de 40% da populagdo uma exposicdo prévia por dengue
(Siqueira Jr et al. 2004), a circulagdo do genotipo III do DENV-3 a partir de 2003,
tornando-se prevalente na regido (Féres et al. 2006) e em 2005- 2006 durante a epidemia
por DENV-3, os casos de FHD nao foram associados a infec¢do secundaria (Guilarde et al.
2008). Estes estudos abrem perspectivas para a caracterizagdo molecular dos sorotipos e
gendtipos virais circulantes na regido.

O presente manuscrito objetiva caracterizar o gendtipo do DENV-3 de amostras
selecionadas entre casos de dengue de diferentes formas clinicas diagnosticados em
Goiania-GO, entre 2005 e 2006, através do sequenciamento dos genes prM/M/E e analise

filogenética.

MATERIAIS E METODOS

Populacédo de estudo

As amostras do estudo foram selecionadas de uma coorte de 185 pacientes com
confirmagdo laboratorial de dengue, cujos aspectos clinicos foram descritos em publicagao
recente (Guillarde et al. 2008). Em resumo, os pacientes foram recrutados em duas
unidades de saude de referéncia para dengue (Hospital Dr. Anuar Auad-HDT e CAIS
Jardim Curitiba), no municipio de Goiania-GO/Brasil, entre 2005-2006. A classificagdo

clinica dos casos de dengue seguiu as definicdes do Ministério da Saude. Os seguintes
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testes laboratoriais foram realizados: 1) pesquisa de anticorpos IgM (MAC-ELISA); 2)
isolamento viral em cultura de células C636, descritas em publicacao anterior (Féres et al.
2006); 3) testes de avidez para anticorpos IgG para determinagdo de infec¢do primaria e
secundaria, 4) PCR multiplex para tipagem viral ¢ 5) PCR em tempo real para
determinagdo da carga viral, como apresentado por Levi et al. (2007). As técnicas de
MAC-ELISA e isolamento viral foram realizadas no Laboratério de Satde Publica Dr
Giovanni Cysneiros — LACEN-GO, conforme rotina de vigilancia laboratorial e as demais
no Laboratorio de Virologia do Instituto de Medicina Tropical da USP-SP em um trabalho

cooperativo.

Critério de selecdo das amostras

Das 185 amostras de pacientes da coorte, verificamos quais tinham resultado de isolamento
viral e/ou PCR positivo para DENV-3, dentre estas, selecionamos para o estudo todas as
amostras de pacientes com clinica de FHD e dengue com complicagdes e sorteamos
aleatoriamente amostras de pacientes com dengue classica para composi¢ao das amostras
de trabalho. As etapas referentes as reacdes de sequenciamento foram realizadas no
LACEN-GO com o uso do sequenciador automatico pertencente a Plataforma Gendmica

de Sequenciamento de DNA - PDTIS FIOCRUZ-RJ.

Isolamento viral

O isolamento viral do DENV-3 foi realizado em etapa anterior pela inoculagdo de sangue
ou soro dos pacientes em tubos de 16 x 125 mm contendo monocamadas de células Ae.
albopictus, clone C6/36 confluentes (Igarashi 1978). Os tubos foram incubados em estufa a
28°C por 10 dias, quando as suspensdes de células foram coletadas e utilizadas para

identificagdo do sorotipo por imunofluorescéncia indireta (IF) com anticorpos monoclonais
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tipo especificos (Gubler et al. 1984). O sobrenadante de cultura de células e o sangue/soro

dos pacientes foram estocados a -70°C.

Extracdo de RNA viral

O RNA viral foi extraido de 200 pl do soro ou sobrenadante da cultura de células
infectadas com DENV-3, em primeira ou segunda passagem, utilizando colunas de
extragdo Real Genomics (Real Biotech Corporation, US), seguindo as instru¢des do

fabricante. O RNA foi eluido em 40 ul de agua livre de RNAse ¢ DNase.

Oligonucleotideos para sequenciamento
Dez conjuntos de oligonucleotideos (Quadro 1) foram sintetizados de acordo com a
seqiiéncia disponibilizada por Miagostovich et al. (2006) para amplificar fragmentos de

aproximadamente 500 pb das regides prM/M e E do genoma do DENV-3.

Transcricdo Reversa seguida pela Reacdo em Cadeia da Polimerase - RT-PCR

A amplifica¢ao dos fragmentos requeridos foi procedida usando um tnico tubo de reagao.
A mistura de reagdo consistiu de 1X PCR Master Mix (Promega, US), DTT 3 uM
(Promega, USA), cada primer a 0,5 uM (Invitrogen, US), AMV-RT 5U (Promega, US) ¢
agua livre de RNAse e DNAse completando um volume final de 45ul. Cinco microlitros de
RNA viral foi adicionado a mistura reagente e o cDNA foi obtido diretamente por
transcri¢do reversa a 40°C por 60 min, seguido de 40 ciclos de amplificagdo de 94°C por
30 seg, 58°C por 1 min, 72°C por 2 min e extensdo final a 72°C de 10 min. Para
amplificacdo foi utilizado o Termociclador Termo Hybaid PxE 0,2 PCR (Thermo

Scientific, US). Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese com gel de agarose a
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1,3% e brometo de etideo visualizados sob luz UV. As amostras negativas foram re-

inoculadas em cultura de células C6/36 e novamente submetidas a RT-PCR.

Purificagéo dos produtos de PCR
Os fragmentos amplificados pela PCR foram purificados utilizando o sistema comercial
PureLink™ PCR Purification kit (Invitrogen, US), seguindo o protocolo descrito pelo

fabricante.

Sequenciamento nucleotidico

O DNA (20-200 ng) foi seqiienciado diretamente em ambas as direcdes usando BigDye
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Applied Biosystems, US), 1 pmol de
oligonucleotideos (Tabelas 1 e 2) e agua para completar um volume aproximado de 10 pl.
O sequenciamento consistiu de 30 ciclos de 96°C/30 seg, 50°C/1 min e extensdo final
60°C/4 min. O produto seqiienciado foi purificado em colunas Centri-Sep (Princeton
Separations, US) e o DNA seco a 37°C por 18 h. O sedimento foi reconstituido com 10 ul
de formamida H-DI (Applied Biosystems, US), transferido para placas de reagdo e
submetido a eletroforese em sequenciador automatico 48 capilares ABI PRISM 3730

(Applied Biosystems).

Sequéncias do Genbank
Para analise filogenética utilizamos seqiiéncias prototipo representativas dos diferentes
genotipos DENV-3 e cepas representativas de outros estados brasileiros disponiveis no

Genbank e estdo listadas na (Tabela 1).

95



Quadro 1. Oligonucleotideos usados para amplificacao e seqiienciamento de nucleotideos

das regides prM, M e E do DENV-3.DENV-3.

Nome Sequiéncia (5’-37) Posicdo no genoma*
D3-1 GTTGTTAGTCTACGTGGACCGA 2-23
D3-2 GTTGATTCCAGAGGCTGTCTTA 511-532
D3-3 GCCTCTGGAATCAACATGTGCA 518-539
D3-4 CTTAGCCATGGTAGTCACACA 1022-1042
D3-5 GTGACTACCATGGCTAAGAACA 1025-1046
D3-6 GAACCATTGTCTATGTACCATCCA 1544-1567
D3-7 CGGACAGGTTTGGATTTCA 1490-1508
D3-8 CAGTTGATTTTCAGGGCTT 2082-2100
D3-9 CAACTGGTACAGGAAGGGAA 2095-2114
D3-10 CTAATTCCGCACACTCCA 2569-2587

*De acordo com AF316745

Andlise filogenética
A andlise das seqiiéncias nucleotidicas foi feita usando Chromas software versdo 2,33

(Technelysium Pty Ltd, 2001, disponivel em http://technelysium.com.au/chromas.html) e

Clustal X (Thompson et al, 1997 disponivel em

http://www.ib.usp.br/henning/softwares.htm). As seqiiéncias foram submetidas ao BLAST

(Basic Local Alignment Search Tool/NCBI http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para

verificar a similaridade com as seqiiéncias do DENV-3. O alinhamento das seqiiéncias
obtidas e das seqiiéncias selecionadas para comparagdo foi feito pelo Clustal W

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html). O percentual de identidade entre as

seqiiéncias e a construgdo da arvore filogenética foi realizado utilizando-se os softwares
Bioedit versao 7.0.9 (Ibis Biosciences, Carlsbad, CA disponivel em

www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html) e Molecular Evolutionary Genetics Analysis -

MEGA versao 3.1 (Kumar et al., 2004, disponivel em
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http://www.megasoftware.net/data.html ), através dos métodos Neighbor Joining e Tamura

Nei e bootstrap de 1000 replicagdes. Para permitir o enraizamento da arvore foram

colocadas trés seqii€éncias como grupo externo, sendo o DENV-1, DENV-2 e DENV-4.

Qualidade das sequéncias

O programa Phred ¢ largamente utilizado para avaliar a qualidade das seqiiéncias obtidas
em seqiienciador automatico pela analise do cromatograma e atribui indices de qualidade
que avaliam a probabilidade erros na inser¢do de base nucleotidica. Valor de Q=>20
corresponde a 1 erro a cada 100 nucleotideo ¢ determina uma seqiiéncia com qualidade. As

seqiiéncias do estudo foram analisadas por este programa e mostraram Q=>20.

Consideracdes éticas
Este projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica como uma continuidade do
projeto inicial de vigilancia laboratorial da dengue. Os pacientes que consentiram no

estudo assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido.

RESULTADOS

Amostras estocadas de DENV-3 isolados de 29 pacientes com diferentes quadros
clinicos foram submetidas a RT-PCR para amplificacdo de fragmentos correspondentes a
regido estrutural do genoma viral (prM/M/E) (Figura 1). Estes genes foram sugeridos como
importantes marcadores moleculares de patogenicidade dos DENV (Leitmeyer et al. 1999).
As amostras foram seqiienciadas utilizando 13 conjuntos de oligonucleotideos que

geraram fragmentos contiguos e se sobrepuseram, sendo analisados e editados com base
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nos respectivos cromatogramas. A partir desta analise foi obtida uma seqiiéncia consenso
para cada uma das amostras.

Neste estudo obtivemos o seqlienciamento gendémico do DENV-3 de 7 (sete)
seqliéncias das regides prM/M e do envelope viral, considerando-se 1977 nucleotideos

seqlienciados (Quadro 2).

Quadro 2. Caracteristicas clinicas e laboratoriais das amostras de DENV-3 seqiienciadas no
estudo.

N° Forma | Tipo de Isolamento | PCR
amostra/ano | ldade | Sexo | clinica | infec¢do | Desfecho | viral Carga viral
a Pos
070/2005 34 F DC 1 Cura Pos 5587459 36
151/2005 21 F DCC 1? Cura Pos Pos 762501.43
159/2005 36 M DCC 2% Cura Pos Pos 775.71
a Pos
278/2005 31 M DCC 2 Cura Neg 103428514.29
Pos
287/2005 17 F FHD 1? Cura Pos
2001595.71
516/2005 25 M FHD |- Obito Pos Neg |-
701/2006 30 M DC - Cura Pos Neg | -

Legenda: DC - dengue classica; DCC: dengue com complicagdes; FHD: febre hemorragica da dengue; 1% —
primaria; 2* — secundaria; PCR — reagdo em cadeia da polimerase.

A Figura 2 mostra a andlise filogenética das seqiiéncias do estudo comparadas as
seqiiéncias representativas dos diferentes genotipos do DENV-3 obtidas do GenBank. As
seqiiéncias do estudo foram agrupadas com cepas representativas do genotipo II1. Podemos
observar a similaridade entre as seqiiéncias formando subgrupos (clades) dentro do
gendtipo III. As seqliéncias do estudo apresentaram maior similaridade com a cepa
brasileira RJ 74886-AY679147 ¢ as cepas de Martinica (MQ/2001/AY099342 e
MQ/1999/AY099337). Interessante observar que a seqiiéncia GO070/2005, de paciente

com dengue classico, mostrou estreita relagdo com as cepas de Martinica, formando um
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subgrupo a parte. A excecdo da seqiiéncia GO701/2006, as demais seqiiéncias que
apresentaram similaridade com a cepa do Rio de Janeiro AY976147 e eram de pacientes
com dengue com complicagdes (DCC), FHD e obito. Esta cepa de referéncia foi
seqlienciada de um paciente com DCC e dbito.

O percentual de identidade nucleotidica das amostras do DENV-3 seqiienciadas
variou de 97,0% a 99,6% e de aminoacidos 97,5% a 99,5%, quando comparados entre si e
as seqiiéncias referéncias do gendtipo III (Tabela 2).

A analise da seqiiéncia nucleotidica das amostras do estudo comparada a seqiiéncia
RJ-74886/AY976147 revelou alteragdes nucleotidicas que, em sua maioria, ocorreram na
3* posicdo do cdédon, provavelmente ndo determinando substituicdo de aminodcidos
(mutagdes silenciosas) e foram mutagdes por transicao (Quadro 3). O percentual médio de
divergéncia nucleotidica nas regides de estudo foi de 6,5%. Estes resultados indicam que

as seqiiéncias das proteinas das amostras de DENV-3 analisadas foram conservadas.

Quadro 3. Freqiiéncias dos pares de nucleotideos do virus DENV-3

Dominio Pares idénticos Tr Tv
Média 1888 75 14
1 Posicdo do codon 646 11 2
2- Posi¢do do codon 652 5 2
3- Posi¢do do codon 590 59 10

Legenda: Tr= transi¢do; Tv= transversdo; freqiiéncia média de todos os taxons apresentados no estudo
incluindo as seqiiéncias dos diferentes gendtipos do DENV-3.

A Tabela 3 mostra a presenga de alteragdes de aminoacidos entre as seqiiéncias de
DENV-3 estudadas e as cepas de referéncia. Foram encontradas 14 substituicdes de
aminoacidos na seqiiéncia da proteina deduzida do gene prM/M/E. A seqiliéncia

GO070/2005 apresentou uma alteracao na posi¢do M86 (R—H), tal como identificado no
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Sri Lanka/1991. Na seqiliéncia da proteina E observamos alteracdes significativas nos
residuos E47 (K—E), E383 (K—N), E386 (K—E), E388 (N—>H), com mudanga na carga
do aminoacido, podendo repercutir em suas propriedades biologicas. Destacamos a
mudan¢a no residuo E383 (K—N) em duas seqiiéncias GO070/2005 ¢ GO701/2006
isoladas de pacientes com dengue classica, sendo que em GO701/2006 também ocorreu
alteragao em E388. Importante ressaltar que os residuos E325, 357, 380, 383, 386, 388 ¢
391 estao localizados na regido do dominio III do envelope viral, o qual tem sido
considerado como dominio de receptor de ligacdo dos flavivirus (Chen et al. 1996). As
mutacoes observadas nas posi¢goes E325 e E429 ocorreram especificamente no grupo de

amostras seqlienciadas neste estudo.

DISCUSSAO

Os resultados do sequenciamento das regides prM/M/E do genoma do DENV-3
realizado no presente estudo, evidenciam que o DENV-3 circulante em Goidnia-GO no
periodo 2005-2006 pertence ao genoétipo III, confirmando a caracterizacdo realizada em
2002-2003 pela técnica de RSS-PCR (Féres et al. 2006). A RSS-PCR tem sido utilizada
para a genotipagem dos virus dengue, de forma mais simples e rapida, podendo ser util
para monitorar a circulacdo dos diferentes genotipos virais (Harris et al. 1999). Entretanto,
0 sequenciamento gendmico tem se tornado acessivel aos laboratorios nos ultimos anos,
sendo importante ferramenta da epidemiologia molecular pela caracterizagdo gendmica e
analise filogenética dos virus dengue.

O DENV-3, gendtipo IlI, foi introduzido na regido das Américas proveniente do

Sudeste Asiatico, pertencente ao gendtipo do subcontinente indiano, tem um fenétipo de
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elevada viruléncia com uma alta capacidade de replicacio em células humanas e
envolvimento na patogénese da doenga (Rico-Hesse 2003).

O DENV-3 foi primeiramente detectado no Rio de Janeiro introduzido no Brasil
pelas Ilhas do Caribe (Nogueira et al. 2001, Peyrefitte et al. 2003) oriundo do Sri Lanka
(Messer et al. 2003). A introducao deste genotipo no Brasil foi caracterizada pela sua
capacidade de rapida disseminagdo pelo pais, causando epidemias explosivas (MS/SVS
2003, Nogueira et al. 2005, Siqueira et al. 2005).

Na analise filogenética, as seqiiéncias do estudo agruparam-se em dois subgrupos
dentro do gendétipo III, sendo um representado pelas seis seqliéncias do estudo que
apresentaram maior similaridade com a cepa do Rio de Janeiro - Brasil (AY679147), ¢ o
outro pela seqiiéncia GO070/2005 que mostrou homologia com as cepas de Martinica
(AY099342 e AY099337) (Figura 2). O percentual de identidade nucleotidica e¢ de
divergéncia foi similar a outros que descreveram um estudo semelhante (Muhareva et al.
2005, Cruz 2005).

A excecio da seqiiéncia GO701/2006 as amostras seqiienciadas de pacientes com
manifestagdes graves da doenga agruparam com a cepa AY976147, isolada de um caso de
SCD e 6bito (Miagostovich et al. 2006). Foram observadas duas mutagdes especificas nos
residuos E325 (K—R) e E429 (V—I) na regido do envelope viral (Tabela 3), entretanto,
ndo representam alteracdes gendmicas significativas, pois a mudanga ocorreu dentro de um
mesmo grupo de aminodacidos.

A proteina E dos flavivirus ¢ a maior proteina de superficie dos virions, contém
aproximadamente 500 aminodcidos e ¢ fortemente conservada entre o grupo. Recentes
estudos de cristalografia tém mostrado que a proteina E do DENV ¢ um complexo
molecular organizado em trés dominios: o dominio central, dominio I, o dominio de

dimerizacdo, dominio II e o dominio IIl que contém o receptor de ligacdo a célula do
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hospedeiro. O dominio III possui de 300 a 400 aminoacidos ¢ muito eficiente na
neutralizacao dos flavivirus (Rey et al. 1995, Modis et al. 2004, 2005).

Nossas seqiliéncias apresentaram mutagdes ao longo no dominio III da proteina do
envelope. As alteracdes nos residuos E383 (K—N) e E391(R—K) foram identificadas no
estudo de Zulueta et al. (2006) como aminoacidos que afetariam a imunogenicidade do
dominio III e estariam relacionados a maior capacidade protetora. Notavelmente, as duas
seqiiéncias de pacientes com dengue classico (GO070/2005 e GO701/2006) mostraram
residuo N383, sendo que GO070/2005 apresenta também K391. Modis et al. (2005)
determinou residuos expostos na superficie dos DENV que provavelmente seriam epitopos
responsaveis pela neutralizacdo por anticorpos monoclonais e incluem os residuos 291, 305
e 381, 383 e 389, estes ultimos também relatados em outros estudos como epitopos de
neutralizacdo do DENV-2 (Hiramatsu et al. 1996, Hung et al. 2004, Modis et al. 2004).
Holzmann et al. (1990) demonstraram que mutacdes em E384 e E386 (presente em
GO070/2005) estariam relacionadas a atenuagdo do virus da encefalite transmitida por
carrapatos (TBEV). Uma asparagina no residuo 388 parece ser causa de aumento na
incidéncia de FHD, enquanto que residuos carregados reduzem a viruléncia (Leitmeyer et
al. 1999). Esta alteracdo também foi observada na seqiiéncia GO701/2006.

A patogénese de FHD tem sido amplamente discutida e diferentes hipdteses tém
sido aventadas na tentativa da elucidacdo do agravamento da doenca. Pela teoria da
amplificacio da infec¢do dependente de anticorpos (ADE antibody — dependent
enhacement), postulada por Halstead (1988), a infeccdo secunddria € o principal fator na
gravidade da doenca admitida em varios estudos que descrevem casos de FHD em infeccao
secundaria (Thein et al. 1997, Vaughn et al. 2000, Gizman 2005, Alvarez et al. 2006, Pang

et al. 2007).

102



A andlise de aspectos epidemiologicos e virais tem produzido evidéncias da
associacao de epidemias de FHD com especificos sorotipos e/ou genotipos e podem indicar
a viruléncia viral. Essas evidéncias foram demonstradas em estudos de gendtipos do
DENV-2, onde o sudeste asiatico foi considerado mais virulento € o americano associado
com dengue classica (Rico-Hesse 1997, Watts et al. 1999, Leitmeyer et al 1999, Messer et
al. 2003, Cologna & Rico-Hesse 2003).

Kouri et al. (1989), entretanto, descreveram que o desencadeamento de FHD/SCD
possa ser conseqiiéncia de um mecanismo complexo, multifatorial, envolvendo também
fatores de riscos individuais e epidemiologicos (Gizman & Kouri 2002, Torres 2005).

Os estudos desenvolvidos no Brasil tém contribuido para a identificacdo de
sorotipos e gendtipos circulantes e as rotas da dispersdo do virus pelo pais (Miagostovich
et al. 2003, Santos et al. 2004, Pires Neto et al 2005, Aquino et al. 2006). Evidéncias de
caracteristicas de viruléncia do DENV-2 (gendtipo III) (Dos Santos et al. 2002) e das
caracteristicas virais do DENV-3 (gené6tipo III) em um caso de 6bito (Miagostovich et al.
2006) foram observadas pelo sequenciamento completo do genoma desses virus, e,
contribuem para a discussdo sobre uma associagao desses genotipos com doenga grave.

Nesse estudo realizamos a caracterizacdo molecular de sete amostras de DENV-3,
como gendtipo III, isolados de pacientes com DC, DCC e FHD infectados durante as
epidemias de 2005 e 2006. Nao foram observadas especificas alteragdes nucleotidicas ou
de aminoacidos nas regides analisadas consistentes entre as amostras de DCC e FHD.
Apesar de que as referidas amostras apresentaram homologia com a cepa do Rio de Janeiro
isolada de um paciente com SDC e 6bito, e algumas delas apresentarem doenca grave em
infecgdo primaria. Com relagdo as amostras de dengue classica, foram encontradas
alteracdes em residuos de aminoacidos ao longo do dominio III relatados como pontos de

atenuacdo viral. Varios estudos relataram que mutagdes I e II afetam a viruléncia pela
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influéncia na atividade de fusdo, entretanto, mutagdes no dominio III tém levado a um
melhor entendimento da estrutura e funcao dos epitopos de neutralizagdo com implicagao
aos desenhos de vacina (Mandl et al. 2000, Hurrelbrink & McMinn 2003, Zulueta et al.
2006, Khanam et al. 2006).

O numero de amostras analisadas neste estudo ¢ relativamente pequeno, mas
incentivam estudos com um maior numero de isolados de DENV-3 de diferentes regides

para a confirmacao das caracteristicas virais correlacionadas com a forma clinica.
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Figuras 1. A - gel de agarose 1,3% corado com brometo de etidio dos fragmentos de DNA
de amostras de DENV-3produto da 1* PCR de sequenciamento: faixas: 1-5 GO151, Padrdo
de peso molecular 100pb (Invitrogen), 6-10 GO175; 1.B - gel de agarose 2,3% corado com
brometo de etidio representando a quantificacdo de fragmentos de DNA do DENV-3 da

amostra GO070 (faixa 1-5), Peso molecular ““Low DNA mass” (Invitrogen).
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Figura 2. Analise filogenética das seqiiéncias dos genes prM/M e E do DENV-3 comparadas a 20

seqliéncias de referéncia dos genotipos do DENV-3. A andlise foi realizada pelo método Neigborn-

Joining e Tamura Nei. Os valores de ‘bootstrap’ (1000 rep) estdo demonstrados nos ramos principais.

As seqiiéncias de DENV-1, DENV-2 e DENV-3 representam o grupo externo (“out group”). As

seqiiéncias de estudo estdo marcadas em cinza. A barra de escala corresponde a razao de substitui¢ao

nucleotidica.
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Tabela 1. Seqiiéncias da regidao prM M e E do virus dengue tipo 3 do estudo

Identificacdo Classificacéo Origem Ano N° acesso Gendtipo
GenBank
BR/74886/02 SCD RJ, Brasil 2002  AY679147 I
BR/2005/GO070 DC GO, Brasil 2005  Néo disponivel I
BR/2005/GO278 DCC GO, Brasil 2005  Néo disponivel I
BR/2005/GO159 DCC GO, Brasil 2005  Néo disponivel I
BR/2005/GO516 FHD/OBITO GO, Brasil 2005  Néo disponivel I
BR/2006/GO701 DC GO, Brasil 2006  Néo disponivel I
BR/2005/GO287 FHD GO, Brasil 2005  Nao disponivel 111
BR/2005/GO151 DCC GO, Brasil 2005  Nao disponivel I
D3Mart1243 Dengue Martinica 1999  AY(099337 I
D3Mart2336 Dengue Martinica 2001  AY099342 I
GOI1099 FHD GO, Brasil 2002  AY960630 I
MTO3103 DC MT, Brasil 2002 AY960632 I
ROR3845 DC RR, Brasil 2002 AY960635 I
Be706617 DC PA, Brasil 200 AY960630 I
2783 Dengue Sri Lanka 1991 L11438 I
1416 Dengue india 1984 L11424 I
1696 Dengue Samoa 1986  L11435 I
1326 Dengue Sri Lanka 1981 L11431 I
85-159 Dengue Indonésia 1985 L11428 I
TB55I Dengue Indonésia 2004  AYS858048 I
29472 Dengue Fiji 1992 L11422 I
D86-007 Dengue Tailandia 1986  L11441 I
MK315 Dengue Tailandia 1987 L11442 II
1340 Dengue Porto Rico 1977 L11434 v
PR6 Dengue Porto Rico 1963  L11433 v
1327 Dengue Tahiti 1965  L11439 v
H-87 Dengue Filipinas 1956  M93130 A%
80-2 Dengue China 1980  AF317645 A%
Denl Demgue Japao 2003 -
Den2 DR31/01 Dengue Rep 2001  AB122021 -
Dominicana
Den4/814669 Dengue Dominica 1981  AF326573 -

Legenda: SCD- sindrome do choque por dengue, DC- dengue classica, D complic — dengue com

complicagdes, FHD — febre hemorragica da dengue, dengue — forma clinica ndo especificada.
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Tabela 2. Identidade nucleotidica e de aminoacidos entre as seqiiéncias prM M E do DENV-3 analisadas no estudo.

Sequencia RJ7886 | GO159 [ GO516 | GO701 | GO287 | GOO070 [ GO278 | GOI1099 | Be706617 | MT3103 | RR3845 |[Mqg/99 |Mg/01 [SL/91 [In/04 [PR/77 |H-87
Brasil-R17886/2002 99,0 99,2 98,9 99,1 98,9 99,2 98,1 98,1 98,2 98,2 993] 990 97,7 929 932 94,8
Brasil-GO159/2005 99,2 99,6 99,3 99,5 98,2 98,5 97,4 97.4 97,6 97,5 98,6 | 983 97,1 | 923 92,6 94,1
Brasil-GO516/2006 99,5 99,3 99,5 99,6 98,3 98,6 97,6 97,5 97,7 97,6 98,8 | 98,5 97,2 92,4 92,9 94,3
Brasil-GO701/2006 99,0 989| 99,2 99,6 98,2 98,4 97,5 97,5 97,7 97,6 98,7 984 972| 923 92,7 94,0
Brasil-GO287/2006 99,3| 992| 995| 993 98,2 98,5 97,6 97,5 97.8 97,6 98,7 984 97,1| 923 92,8 942
Brasil-GO070/2005 98,7 981| 983| 981| 981 98,2 97.8 97,7 97,7 97,9 99,1 | 989 973| 922 92,8 943
Brasil-GO278/2005 990 983| 986| 981| 984| 978 97,5 97.4 97,8 97,5 98,7| 984| 970 924 93,1 943
BrasilGOI1099/2003 986| 978| 981| 980| 980| 980| 97,7 99,9 98,6 98,3 98,4 | 98,1 97,6 92,0 92,6 94,0
BrasilBe706617/2003 98,4| 97,7| 980| 978| 97,8 978| 975 99,8 98,5 98,2 98,4 | 98,1 97,6 92,0 92,6 93,9
BrasilMTO3103/2002 983| 975| 978| 978| 978| 97,7 97,7 98,1 98,0 98,2 983 | 980| 974| 919 92,7| 93,8
BrasilROR3845/2002 984| 97,7 980| 978| 978 981| 975 98,0 97,8 98,0 98,4 982| 983| 926 93,0 944
Martinical243/1999 99,6 98,9 99,2 99,0 99,0 99,0 98,7 98,9 98,7 98,6 98,7 99,4 98,0 92,8 934 94,6
Martinica2336/2001 99,2 98,6 98,9 98,7 98,7 98,9 98,3 98,4 98,3 98,1 98,6 99,5 97,7 92,4 93,1 94,3
SriLanka1326/1991 99,0 98,6 98,9 98,7 98,7 98,7 98,1 98,6 98,4 98,3 98,7 99,3| 99,2 92,9 93,3 95,0
IndonesiaTB55i/2004 97,4 96,6 96,9 96,5 96,8 96,8 96,5 96,3 96,2 96,0 96,5 97,4 97,2 97,1 91,7 94,6
PortoRico1340/1977 96,9 96,5 96,8 96,3 96,6 96,5 96,3 95,9 95,7 95,9 96,0 96,9 96,9 96,6 | 96,5 92,9
FilipinasH-87/1956 98,3 97,5 97,8 97,4 97,7 97,4 97,4 96,9 96,8 96,6 97,1 98,0 97,8 97,7 97,7 96,5

*Identidade de aminoacidos em negrito
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Tabela 3. Alteracdes na seqiiéncia de aminoacidos deduzida da proteina das regides prM/M E do virus dengue tipo 3 comparadas a seqiiéncia

Brasil-2002 AY976147.

Posicao do aminoacido no gene

Sequéncia M ENVELOPE
86 47 | 325 | 357 | 380 | 383 | 386 | 388 | 391 | 402 | 404 | 412 428 429

BR/2002/AY 679147 R K T I K K N R A T I N \%
BR/2005/GO070 H E N E K

BR/2005/GO278 T L T
BR/2005/GO159 R |
BR/2005/GO516 R | |
BR/2006/GO701 R N H P |
BR/2005/GO287 R H S |
SL/1991/L.11438 H K R N K
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CONCLUSOES E RECOMENDACOES

Neste trabalho detectamos e identificamos os sorotipos DENV-1, DENV-2 e DENV-
3 que circularam na regido nos anos de 1994 a 2003. O DENV-1 foi o sorotipo prevalente nos
anos 1994 a 2002, sendo substituido por DEN-3 a partir de 2003. A confirmacgao laboratorial
foi incrementada pelo uso da RT-PCR e a RSS-PCR, que demonstrou ser util na triagem dos
genotipos circulantes. O aparecimento de formas graves da dengue ndo se relacionaram a
nenhum sorotipo especificamente e a infecgdo pelo DENV-3 ndo sugeriu um papel relevante
no aumento da gravidade da doenca durante seu primeiro ano de dispersao no Centro-Oeste
do Brasil.

A analise filogenética de amostras de DENV-3 isolados de pacientes com DC, DCC
e FHD seqilienciadas neste estudo confirmou a circulagdo de genoétipo III na regido.As
seqiiéncias obtidas das regides prM/M/E apresentaram homologia com as cepas do Rio de
Janeiro e Martinica e mostraram-se altamente conservadas. Alteracdes gendmicas
significativas foram observadas ao longo do dominio III da proteina E, as quais poderiam
afetar a patogenicidade, entretanto ndo foram consistentes entre as amostras de DCC e FHD.
Por outro lado, as amostras de pacientes com dengue classica apresentaram alteragdes em
residuos de aminoacidos no dominio III relatados como pontos de atenuagao viral.

Embora, com um pequeno nimero de amostras seqiienciadas, uma das limitagdes do
presente estudo, esperamos estar contribuindo com o melhor entendimento da epidemiologia
molecular dos DENV no Centro-Oeste do Brasil e estimulando maiores investigacdes para
confirmar as alteragdes encontradas, pois a identificagdo de marcadores de viruléncia ou
atenuacdo viral dos DENV-3 relacionados a forma clinica representa sem divida um dos

desafios para o conhecimento da patogenia e epidemiologia molecular da dengue.
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Abstract

Background: In Brazil, dengue endemic and epidemic patterns indicate an vpward trend in incidence and hospitalization in the past decade.
Objective: To report dengue circulating serotypes from 1994 to 2003 and the role of distinet serotypes on dengue clinical outcomes in Central
Brazil.

Methods: Virological surveillance for dengue cases was conducted in the city of Goiania (~1,200,000 population) from 1994 to 2003, Samples
were tested using dengue IgM antibody (M AC-ELIS A) and/or virus isolation. Circulating subtypes and genotypes were identified by reverse
transcriptase PCR (RT-PCR) and by restricted site-specific PCR (RSS-PCR) patterns in selected samples.

Resulfs: Adults (87.4%) were the most affected group and dengue fever accounted for the majority of the cases. Laboratory surveillance
identified mainly DEN 1 serotype from 1994 to 2002 shifting to a high circulation of DEN 3 in 2003. The ratio of dengue fever to dengue with
complications/DHF remained constant following the introduction of DEN 3. Diagnosis of dengue was confirmed in ~350% of the suspected
cases enhanced by RT-PCR. RSS-PCR patterns for DEN 1 and DEN 3 corresponded to the circulating subtypes in the country.

Conclusions: The result of virological surveillance did not suggest a major role of infecting DEN 3 serotype in increasing disease severity

during its first-year spread in Central Brazil.
© 2006 Elsevier B.V. All rights reserved.
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1. Introduction

Dengue fever and dengue hemorrhagic fever (DHF) are
considered among the most important vector-bome diseases
in tropical regions, with an estimated annual incidence of
50-100 million cases of dengue fever and more than 500,000
reported cases of DHF and dengue shock syndrome (DSS)
worldwide (Gubler, 1997; Guzman and Kouri, 2003). In
Brazil, the introduction of DEN 1 {1986), DEN 2 (1990) and
DEN 3 (2000) occurred in the southeast region, considered
the main route for the spread of dengue virus countrywide
(Nogueira et al., 2001; Miagostovich et al., 2002; Siqueira et
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al., 2003). During the last decade, there was an upward trend
in incidence, peaking with more than 300 cases per 100,000
inhabitants in the year 2002, with explosive epidemics in
many large cities (Siqueira et al., 2005).

Dengue fever (DF) is mainly a mild acute febrile disease
and DHF/DSS is characterized by fever, thrombocytopenia,
hemorrhagic manifestations, and excessive capillary perme-
ability that may progress to shock and death (WHO, 1997).
Increasedrisk for severity of dengue outcomes are likely to be
explained by asecondary infection due to a different serotype,
or by correlation with virus virulence yielded by genetic vari-
ation (Halstead, 1997; Holmes and Twiddy, 2003). The role
of distinet serotypes and/or previous infection on the severity
of clinical outcomes has not been fully established (Endy et
al., 2004). In Brazil, increasing rates of hospitalization due
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to DHF or severe DF cases, and increases in the mumber of
deaths caused by the infection have been reported (Siqueira
et al., 2005).

In the current study, we present the results of a labora-
tory surveillance conducted in the city of Goiania in Central
Brazil since dengue virus introduction in 1994-2003. We
focused on the circulating serotypes, its temporal associa-
tion with the outbreaks and the severity of the clinical cases.
We also present the results of a pro-active surveillance to
identify serotypes by reverse transcriptase-polymerase chain
reaction (RT-PCR), and the genetic characterization by RSS-
PCR in selected samples. These findings are important to
characterize the epidemiologic pattern of the first decade of
dengue/DHF in one of the most populated cities in Central
Brazil.

2. Methods
2.1, Surveillance and study site

Dengue/DHF is a reportable disease and the official
Brazilian surveillance system was described in detail pre-
viously (Siqueira et al., 2005). Dengue is reported according
to severity: (1) dengue fever, (2) dengue with complications,
(3) dengue hemorrhagic fever (DHF) and (4) dengue shock
syndrome (DSS). Dengue with complications includes the
cases that do not fulfill the DHF criteria and the classical
dengue case definition is inadequate due to the severity of the
clinical manifestations, as follows: hemorrhagic or neurolog-
ical manifestations, cardio-respiratory dysfunction, hepatic
failure, thrombocytopenia (platelet counts < 50,000 per L),
leucopenia (<1000 cells) or death (Ministério da Saide,
2005). DHF and DSS case definition follows standard cri-
teria (WHO, 1997).

Laboratory surveillance was initiated since the first epi-
demic in 1994 in the city of Goiania (-~ 1,200,000 population),
in Central Brazil. Suspected cases were from the main public
infectious disease reference hospital and outpatient clinics
covering the metropolitan area. Dengue incidence is esti-
mated by case report from the surveillance system. Cases
were routinely confirmed by serological test or virus isola-
tion at the regional reference laboratory. Data on age, sex,
disease classification, and disease outcomes for the reported
cases were extracted from digital files from the official infor-
mation system.

Serological tests were performed for serum collected after
5 days of the onset of symptoms using in-house dengue
IeM antibody capture MAC-ELISA (Kuno et al,, 1987). The
Dengue Control Program recommends serological test to all
suspected dengue case in non-epidemic periods. During epi-
demics, around 10% of the suspected cases should be tested
by IgM serology (Ministério da Satide, 2005). From 1994
to 2003, blood samples (<7 days after the onset of disease)
were obtained from suspected dengue cases from hospitals
and health centers throughout the year. Virus isolation was

performed at the reference laboratory (LACEN-Go, Brazil)
using a monolayer of C6/36 Aedes albopictus cells (Tgarashi,
1978). Dengue virus isolates were identified by an indirect
fluorescent antibody test using serotype-specific monoclonal
antibodies (Gubler et al., 1984).

2.2. Pro-active dengue surveillance

From May to December 2003, disease surveillance was
enhanced to monitor circulating subtypes by adding molec-
ular techniques. Eighty-seven suspected dengue cases had
paired samples from acute and convalescent-phase (~day 14)
collected. Aliquots of blood were immediately stored in lig-
uid nitrogen and transported weekly to the reference labora-
tory for virus isolation and molecular testing. Besides routine
dengue IgM antibodies, [gM/TgG antibodies were assessed
by EIA (PanBio Indx, Inc., Baltimore, MI}). Serology and
virus isolation and reverse transcriptase PCR (RT-PCR) were
performed for detecting the infecting serotype, and 12 viral
isolates were analyzed by restriction site-specific-polymerase
chain reaction (RSS-PCR) for genetic subtype.

The infecting DEN serotype was identified from acute-
phase serum samples (n=87) by RT-PCR (Lanciotti et al.,
1992). RNA was extracted according to standard proto-
col (Boom et al,, 1990). Molecular subtyping of DEN 1,
DEN 2 and DEN 3 were performed according to previously
described techniques by using RSS-PCR (Harris et al., 1999;
Miagostovich et al., 2000).

2.3. Statistical analysis

Descriptive statistics for the study population character-
istics and laboratory findings were performed using SPSS
Inc., Chicago, IL, Version 10. 2 test were applied for com-
parisons between proportions and p < 0.05 considered to be
significant. The study received the approval of the local Eth-
ical Committee, and all patients or guardians gave informed
consent for molecular techniques, which are not part of the
routine surveillance.

3. Results

A total of 5553 samples from suspected dengue cases were
tested for virus isolation from 1994 to 2003. DEN 1 was the
only detected serotype until 1999 followed by virus isolation
of DEN 2 and DEN 3 in 2002. The first confirmed DHF
occurred in 1998.

During 2002, dengue virus was isolated in 22.8% out
of 3052 samples tested. DEN 1 was isolated in 20.7%
(632/3032) of the specimens being the predominant serotype
among the positive isolates (90.7%), followed by DEN 2
(6.6%) and DEN 3 (2.7%). In 2003, dengue virus was iso-
lated in 16.0% out of 431 samples tested. The predominant
serotype was DEN 3 representing 76.8% of positives samples,
followed by DEN 1 (17.4%) and DEN 2 (3.8%). There was
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Table 1
Serotypes of dengue virus isolated, Goiania-Central Brazil, 1994-2003

Years Reported Positive/total® (%) Serotypes” (%)
DEN-1 DEN-2 DEN-3

1994-1998 8644 3233 (1.3) 3 (100.0) - -

1699 468 17/284 (6.0) 14 (82.4) 3 (17.6) -

2000 432 23/367 (62) 18 (78.3) 5217 =

2001 6709 203/1 186 (17.1) 160 (78.8) 43 (21.2) =

2002 17632 607/3 052 (22.8) 632 (00.7)° 16 (6.6) 16 @7y
2003 7438 691431 (16.0) 12 (1743 4 (5.8) 53 (76.8)°

? Percentages are positive divided by total samples tested for virus isolation.

b Percentages are dengue serotypes by positive samples.
¢ Vs.

4 %% =251.8,p<0.001.

¢ Vs

F 42 =404.7, p <0.001.
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Fig. 1. Reported and laboratory-confirmed dengue cases plotted by months
from January 2002 to June 2003. Blank bars show reported cases in the
regional surveillance program and black bars the number of laboratory-
confirmed cases. Gray lines reprasent percent of positive DEN 1 isolates
and black lines the percent of positive DEN 3 isolates.

a statistically significant difference in the proportion of DEN
1 and DEN 3 isolations in both years (x> =251.8; p<0.001
and ¥ =404.7, p<0.001) (Table 1; Fig. 1).

The main characteristics of the symptomatic cases in
which the infecting serotype was identified are presented

in Table 2. The majority of cases had mild disease and
were categorized as dengue fever. The overall ratio male
to female was around 1:1.3. The most affected age group
was adult (>15 years of age) which comprised 87.4% in the
reported dengue cases. Dengue with complications accounted
for 22.2% among the DEN 1 isolates in 2002 and 28.3%
among DEN 3 in 2003 (¥2=0.12; p=0.73). Overall, eight
cases were classified as DHF corresponding to 1.0% of the
cases confirmed by isolation. Four deaths due to dengue
were laboratory-confirmed by serology and/or immunohis-
tochemistry (liver biopsy). Two were classified as DHF, two
as dengue with complication, and all of them occurred in the
adult population, age range 20-50 years.

Pro-active surveillance — dengue infection was laboratory
confirmed in 47.1% out of 87 patients tested by RT-PCR,
virus isolation and serology. RT-PCR identified the infecting
serotypes in 25.3% of the samples (22/87): DEN 1 (n=7),
DEN 2 (n=7) and DEN 3 (n=8). Three positive samples
by viral isolation were also positive by RI-PCR, however,
for 22 samples, the DEN was identified by RT-PCR. Thirty
patients had [gM positivity (34.1%; 1C95%, 24.6%-44.6%),

Table 2
Characteristics of dengue cases according to serotypes, 2002-2003
Characteristics Year 2002 Year 2003
DEN 1, DEN 2, DEN 3, DEN 1, DEN 2, DEN 3,
n=0632 (%) =46 (%) =19 (%) n=12 (%) n=4 (%) #=53 (%)
Age (vears)
1-10 35 (5.5 2 4.3 2 (10.5) 000 0(0.0) 1 (1.9
11-20 136 (21.5) 487 2 (10.5) 3 (25.0) 1 (25.0) 10 (18.9)
21-30 162 (25.6) 12 26.1) 5 (26.3) 2 (16.7) 0 (0.0) 12 (22.6)
31-40 142 (22.5) 12 (26.1) 3 (15.8) 6 (5.0) 1 (25.0) 11 (20.8)
41-50 80 (12.7) 7(152) 4 21.1) 1(83) 0 (0.0) 8(15.1)
51-60 77 (12.2) 9 (19.6) 3 (158 0(0.0) 2 (50.) 11 20.8)
Disease classification
Dengue fever 422 (66.8) 28 (60.9) 13 (68.4) 9 (75.0) 4 (100.0) 36 (67.9)
Dengue with complications 159 (22.2) 14 (30.4) 5 (26.3) 1(83) 0 (0.0 15 (28.3)
DHF* 4 (0.0) 233 0 (0.0) 000 0(0.0) 1 (1.9
Not classified 47 (7.4) 233 1{5.3) 2 (167) 0 (0.0 1 (1.9

Values shown in parenthesis are percentage; five records with missing data on age.

* DHE dengue hemorrhagic fever.
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with four sero-conversion in paired samples. Anti-dengue
1eM/TeG antibodies were positive for 81.2% of the samples
indicating cumulative dengue virus exposure.

DEN 1 belonged to RSS-PCR subtype C, and DEN 3
strains analyzed matched to subtype C. Both serotypes corre-
sponded to the circulating strains in the country (De Simone
et al., 2004). DEN 2 strains had similar profiles but could not
be matched to known patterns.

4. Discussion

In Central Brazil, the city of Goiania evolved from high
DEN 1 circulation in 2002 to a high circulation of DEN 3 in
2003. Despite the co-circulation of three different serotypes
in recent years, DHF and DF cases are still reported mainly
in adults, which characterize a different pattern from Asian
countries and some endemic American countries (Guzman
and Kouri, 2003; Siqueira et al., 2005). The reintroduc-
tion of DEN 3 in the Americas occurred in Nicaragua and
Panama in 1994, spreading to most American countries
(Briseno-Garcia et al., 1996; Nogueira et al., 2001; Barbosa
da Silva et al., 2002; Rigan-Perez et al., 2002). A study in
Nicaragua showed that children already represent the major
burden of dengue after 15 years of dengue virus circulation,
and DEN 2 was the prevailing serotype (Hammond et al.,
2005).

In our setting, the virological surveillance does not sug-
gest a major role of infecting DEN 3 serotype in increasing
disease severity since the ratio of dengue fever to dengue
with complications/DHF remained constant. These findings
are in concordance with data from Puerto Rico where there
was no increase in disease severity associated with DEN 3
introduction in 1998 (Rigau-Perez et al., 2002). In contrast,
the introduction of DEN 3 in the Rio de Janeiro State led
to almost 2000 DHF cases and 91 fatalities in 2002 (Casali
et al., 2004; Nogueira et al., 2005). The association between
severity of disease and introduction of DEN 3 serotypes in
both settings in Brazil should be interpreted with caution
since primary and secondary dengue infection cannot be dis-
tinguished by the official Brazilian surveillance system. In
our study more than 20% of laboratory-confirmed dengue
cases were classified as dengue with complications showing
the difficult to fulfill the DHEF criteria. Previous studies have
pointed out that the application of the WHO criteria for case
ascertainment may underestimate the number of DHF and/or
its severe clinical manifestations, especially among the adult
population (Rigau-Perez and Bonilla, 1999; Balmasedaetal.,
2005). Sequential viral dengue infections, virulence of differ-
ent virus strains, previous immune status, genetic diversity of
the population, age-related differences and co-morbidity are
possible explanations for disease severity (Halstead, 1997;
Hammond et al., 2003). Therefore, multiple and complex fac-
tors may contribute to dengue severity. Our results, although
limited to a subset of the dengue cases and dengue serotypes,
reflects the recent introduction of DEN 3 in Central Brazil.

In this study, the serotypes identification by viral isolation
showed low yield. Viral isolation is considered a laborious
and time-consuming methodology with well-known limita-
tion for large scale monitoring (Guzman and Kouri, 2004;
Shu and Huang, 2004). Nevertheless, it is the gold stan-
dard technique for virus detection (WHO, 1997). The RT-
PCR technique enhanced the laboratory-confirmed cases in
this investigation in concordance with previous publications
showing that a combination of RI-PCR and virus isolation
increases the laboratory diagnosis of dengue. The advantage
of RT-PCR is that it allows a timely identification of dengue
serotypes for diagnostic and surveillance purposes. The rela-
tively simple RSS-PCR typing applied helped to characterize
the common origin of dengue-1, according to the classifi-
cation previously described in Brazil (Miagostovich et al,,
2000; Miagostovich et al., 2002). The pattern detected in
the dengue-3 strain belonged to subtype C, with a variation
(Harris et al., 1999) also detected in samples from Brazil
(Miagostovich et al., 2002) and Nicaragua (Balmaseda et al.,
1999),

Our findings represent an early stage of DEN 3 transmis-
sion and that the impact of this serotype on disease severity
may still not be noticeable. Continuous monitoring of circu-
lating serotype enhanced with molecular techniques is critical
for dengue surveillance not only to detect the introduction of
a new serotype, but also to understand the transition on dis-
ease severity and the shift from age groups among different
populations and regions.
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Dengue and Dengue Hemorrhagic Fever among
Adults: Clinical Outcomes Related to Viremia,
Serotypes, and Antibody Response

Adriana 0. Guilarde,' Marilia D. Turchi,' Joao Bosco Siqueira Jr.,' Valeria C. B. Feres? Benigno Rocha,’
Jose E. Levi,’ Vanda A. U. F. Souza,® Lucy Santos Vilas Boas,’ Claudio S. Pannuti? and Celina M. T. Martelli’
Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica, Universidade Federal de Goias and 2Laboratdrio Central de Sadde Piblica de Goids (LACEN-Goj,

Secretaria de Estado da Saude de Goias, Goiania, and SLaboratorio de Virclogia, Departamento de Molestias Infecciosas e Parasitarias da
Faculdade de Medicina e Instituto de Medicina Tropical de Sao Paulo, Universidade de Sao Faulo, Sao Paulo, Brazil

Background.,  Clinical manifestations of dengue vary in different areas of endemicity and between specific age
groups, whereas predictors of outcome have remained controversial. In Brazil, the disease burden predominantly
affects adults, with an increasing trend toward progression to dengue hemorrhagic fever (DHF) noted.

Methods. A cohort of adults with confirmed cases of dengue was recruited in central Brazil in 2005. Patients
were classified according to the severity of their disease. Associations of antibody responses, viremia levels (as deter-
mined by real-time polymerase chain reaction [PCR]), and serotypes (as determined by multiplex PCR) with disease
severity were evaluated.

Results.  Of the 185 symptomatic patients =14 vears of age who had a confirmed case of dengue, 26.5% and
23.2% were classified as having intermediate dengue fever (DF)/DHF (defined as internal hemorrhage, plasma leak-
age, manifested signs of shock, and/or thrombocytopenia [platelet count, =50,000 platelets/mm?] ) and DHF, respec-
tively, The onset of intermediate DF/DHF and DHF occurred at alate stage of disease, around the period of deferves-
cence. Patients with DHF had abnormal liver enzyme levels, with a >3-fold increase in aspartate aminotransferase
level, compared with the range of values considered to be normal. Overall, 65% of patients presented with secondary
infections with dengue virus, with such infection occurring in similar proportions of patients in each of the 3 disease
category groups. Dengue virus serotype 3 (DV3) was the predominant serotype, and viremia was detected during and
after defervescence among patients with DHEFE or intermediate DFE/DHE.

Conclusions.  Viremia was detected after defervescence in adult patients classified as having DHF or intermedi-
ate DF/DHF. Secondary infection was not a predictor of severe clinical manifestation in adults with infected with the
DV3 serotype.

Dengue virus (DV), a positive-strand RNA virus of the
Flaviviridae family with 4 distinct serotypes (DV1-4), is
transmitted to humans by several species of the Aedes
mosquito [1, 2]. Dengue infection affects ~ 100 million
people annually, predominantly in tropical and sub-
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tropical regions, which can lead to explosive outbreaks
in urban areas [3-5]. Population-based studies suggest
that asymptomatic infections are the main outcome of
DV exposure [6, 7]. Clinical manifestations of exposure
to DV range from mild dengue fever (DF) to dengue
hemorrhagic fever (DHF), a plasma leakage syndrome
witha potential life-threatening form known as “dengue
shock syndrome” (DSS) [1, 2, 8].

In the Americas, Brazil accounts for ~70% of re-
ported cases of dengue in recent years [9]. According to
data from the Brazilian Surveillance System, there were
~~345,000 cases of DF, with 628 laboratory-confirmed
cases of DHF/DSS and 67 deaths, reported in 2006 [10].
Since the introduction of DV3 in 2000, 3 serotypes
(DV1-DV3) have been noted to cocirculate nationwide,

with a trend toward increases in the incidence of DHF

Qutcomes of Dengue among Adults « JID 2008:197 (15 March) « 817



and the number of DHF-associated hospitalizations during the
past decade [9, 11, 12]. These data indicate a shift from mild
illness toward a more severe clinical manifestation that could be
interpreted as an epidemiologic transition pattern. In Brazil, DF
and DHE/DSS are predominantly reported among adults; in
contrast, in other countries in the Americas and in Southeast
Asia, children are the most affected subpopulation [9, 13-16].

Several studies have explored the risk factors that may predict
progression of disease from DF to DHF and/or DSS [17-20].
[ssues related to immune status, population genetics, viremia
titers, distinct serotypes, and the proinflammatory cytokines
elicited were investigated predominantly among children in
Southeast Asian countries [20-22]. Age at infection and the
presence of secondary DV infection due to heterologous sero-
types have been associated with disease severity, with the latter
risk factor known as the “antibody-dependent enhancement
theory” [23]. However, predictors of disease severity are not
consistent across all settings [5, 22, 24]. In the present study, we
assessed the association of disease severity with primary or sec-
ondary DV infections, viremia titers, and DV serotypes among
adults during the months when dengue is at its peak in central
Brazil. The objective ofthe study was to determine whether sec-
ondary infection or viral titers were related to the clinical out-
comes in a cohort of adult patients with dengue.

METHODS

Study population and setting. A clinical cohort of patients
with suspected cases of dengue was recruited in the city of Goi-
ania (population, ~1.2 million) in the midwestern region of
Brazil, during an outbreak occurring from January 2005 through
July 2005, The first outbreak of infection due to DV1 in the
region was reported in 1994, with sequential introduction of
DV2- and DV3-associated outbreaks noted in 1999 and 2002,
respectively. According to regional laboratory surveillance, there
was a shift in predominance of infection with DV 1 to infection
with V3 in the city, with cocirculation of 3 serotypes [25]. Pa-
tients were enrolled in the reference infectious diseases hospital
(Hospital of Tropical Diseases), in one private hospital, and in
primary health care units in the same catchment area. The study
protocol was approved by the institutional ethics review board.
Signed, informed consent was obtained from all participants or
legal guardians.

Design and data collection.  The inclusion criteria were age
215 years and laboratory-confirmed dengue. We prospectively
collected baseline demographic and clinical information from
all patients, by use ofa standard study protocol. Data onage, sex,
previous dengue episodes, and key warning signs of illness (e.g.,
hypotension, intense abdominal pain, and significant bleeding)
were recorded. Clinical data and laboratory test results were re-
corded in each patient’s file and were checked by the clinical
coordinator. The duration of follow-up for hospitalized patients

was defined as the period from the first medical visit to either the
discharge date or death. The duration of follow-up for outpa-
tients was measured as the interval between the first and second
blood collections performed during the convalescent phase of
disease (—15 days).

Dengue classification. DF was defined by the presence of
acute febrile illness and =2 of the following symptoms: head-
ache, retro-orbital pain, myalgia, arthralgia, rash, and hemor-
rhagic manifestations. DHF was defined as fever with thrombo-
cytopenia (platelet count, =100,000 platelets/fmm?), any
hemorrhagic manifestation or positive tourniquet test result,
and evidence of plasma leakage (as denoted by a =20% increase
in the hematocrit from the baseline value or by the presence of
pleural or abdominal effusion or hypoalbuminemia). DHF was
classified into 4 grades of severity, according to definitions ofthe
World Health Organization (WHO): for grade 1, a positive tour-
niquet test result was the only hemorrhagic manifestation; for
grade 2, spontaneous bleeding was noted; for grade 3, hypoten-
sion, a narrow pulse pressure (=20 mm Hg), restlessness, and a
rapid, weak pulse were noted; and, for grade 4, shock was iden-
tified but blood pressure or pulse was undetectable [1]. Interme-
diate DF/DHF was defined as internal hemorrhage, plasma leak-
age, manifested signs of shock, and/or thrombocytopenia
{defined by a platelet count of =<50,000 platelets/mm®). This
group comprised patients who did not fulfill the criteria for
DHEF/DSS. This intermediate DE/DIF category is in concor-
dance with current case definitions for clinical management
published by the Brazilian Control Program Guideline [26]. To
grade disease severity, other studies have adopted similar clinical
groups [17, 27, 28]. Cases of dengue were confirmed by (1) DV
isolation or DV RNA detection by multiplex polymerase chain
reaction (PCR) or real-time PCR or (2) IgM antibody capture
(MAC) ELISA in the first or second paired samples. Primary and
secondary infections were identified using an IgG avidity test
[29].

Definition of variables.
toms were considered to denote the early, acute phase of illness.

The first 5 days after onset of symp-

Mness “day 17 was defined asthe day of onset of symptoms. “Day
0" was defined as the day of defervescence, “day —1” was defined
asthe day before defervescence, and “day + 17 was defined as the
day after defervescence. Hospitalized patients remained within a
hospital ward for at least 24 h. Patients receiving day care were
patients who stayed in the hospital for intravenous fluid replace-
ment for <24 h. Ambulatory patients were defined as those pa-
tients who attended outpatient clinics without requiring any
hospitalization during the current episode of illness.

Blood samples (10 mlL)
were collected at the initial clinical visit and ~ 15 days after the

Virologic and serologic assays.

onset of symptoms. Serologic testing of serum samples collected
during the acute and convalescent phases of illness was per-
formed using in-house dengue MAC ELISA [30]. For specimens
collected until day 5 after the onset of symptoms, virus isolation
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Table 1. Demographic data and clinical and laboratory parameters, according to clinical
categories, for 185 patients with confirmed dengue.

Intermediate

DHF= DFDHFE DF

Characteristic (n =43 (n= 49 (h = 93) e
Age, mean = SO, years BAT A i 33.0+139 324+127 i
Sax, ratio of females to males 1710 1310 1210 68
Hospitalization 39 [80.7) 26.(63.1) 23024 7) < 0]
Spontansous hemorrhage 36(837) 26 (63.7) 35 (37 6} < 0]
Platelet count nadir,® platelets/mm?

=100 i 9018.4) 42 (47 .2)e < .01

=50 to =100 12 (273 R 47 (52 B8}

=h0 31(72.1) 34169 4)
Hematocrit increass,’ %

=70 21 (48 8) 8(17.4)9 << 01

=10 to <20 19 (44 .2) 18138.1) 16 124 3)

<10 3(7.0) 20 (43.5)8 53 (75.7)h
Serum level, median (range)

Albumin, g/dl 31121-45) 383041 42(35-589) < 01

AST, UL 161 (36-3635) 116 (36-402) 91 (18-1254] <05

ALT, UL 132 (17-782) 82 17-340) 67 (11-622) < 01

NOTE. Data are no (%) of subjacts, unless otherwise indicated DF (dengus fever) and DHF (dengue
hemarrhagic fever) were defined according to World Health Organization criteria. AST, aspartate aminctrans-
ferase; ALT, alanine aminotransferase

3 Six patients had DHF grade 1, 26 patients had DHF grade 2, and 11 patients had DHF grade 3 or 4

® Dengue characterized by internal hemarrhage, plasrma leskage, manifested signs of shock, andfor
thrombocytopenia (platelet count, =50,000 platelets/mm?)

¢ The y?® test was used for categorical variables, and the KruskaFWallis test was used for comparison of the
median values

4 The platelst count nadir was defined as the lowest platelet value shtained.

¢ Data wers missing for 4 patients

f Farty-six of the patients with intermediate DF/DHF had =2 hermatecrit determinations performed, and 69

of the patisnts with DF had =2 hematocnt determinatians performed

9 Data wers missing for 24 patients
h Data were missing for 3 patients

was performed using a monolayer of C6/36 Aedes albopictus cells
[31], and DV isolates were identified using an indirect fluorescent
antibody test that used serotype-specific monoclonal antibodies.
Serologic and virologic tests were performed at the regional refer-
ence laboratory (Laboratério Central de Satide Pdblica de Goids
[LACEN-Go]), according to the recommendation of the Dengue
Control Program [25]. All samples were also evaluated by use of an
[gG avidity test, real-time PCR, and multiple PCR performed in the
virology laboratory at the Institute of Tropical Medicine, University
of Sdo Paulo, S4o Paulo, Brazil [32]. All tests were performed with-
out the investigators having previous knowledge of the epidemio-
logic and clinical data.

The IgG avidity test was performed on acute- and convalescent-
phase samples that were [gG positive and were obtained within 30
daysafterthe onset of symptoms, by use of an “in-house™ ELISA. In
brief, antigens were prepared with A. albopictus C6/36 cells infected
with DV1-4 and disrupted by sonication. The avidity index, ex-
pressed as a percentage, was calculated by determining the ratio of
optical density with urea to the optical density without urea and
then multiplying that value by 100 [29]. A receiver-operating char-

acteristic curve analysis performed using Analyze-it software (ver-
sion 1.73; Analyze-it Software) was used to evaluate the ability ofthe
avidity test to distinguish between primary and secondary dengue
infections. The cutoff point was defined as the highest sum of the
estimates of sensitivity and specificity. Secondary nfection was de-
fined by an IgG avidity index cutoff point of 30%6.

RNA extraction. RINA was extracted in duplicate from 140
L of plasma, by use of the Qiagen Viral RNA Kit (Qiagen).
Elution was performed in 60 L of elution buffer, according to
the manufacturer’s instructions.

cDNA synthesis and multiplex RT-PCR.
thesized and multiplex PCR performed as described below. In
brief, 5 uL of cDNA was added to 20 pL of a PCR mix consisting
of primers D1, TS1, and TS2 at 0.5 pemol/L and primers TS3 and
TS4 at 0.125 pmol/L; 3 mmol/L. MgCly; 1 X PCR buffer; 200
umol/L dNTPs; and 1.25 U of Platinum Taq polymerase (In-
vitrogen). Fragments of different lengths were obtained from
dengue serotypes: a 482-bp fragment was obtained from DV, a
119-bp fragment from DV2, 2290-bp fragment from DV3, anda
389-bp fragment from DV4 [33].

cDNA was syn-

Qutcomes of Dengue among Adults « JID 2008:197 (15 March) « 819



Table 2. Antibody response patterns, dengue viremia titers, and serotypes noted for 18h patients with
confirmed dengue, according to clinical category of disease.

Intermediate

DHF DF/DHF= DF
Variable (n = 43) {n = 49) {n =93 P
Antibody response patterns
Primary infection 13131.0) 14 1288 36 (38.1) 46
Secondary infection 29 (69 0) 38 [0.2) 56 (B0.9)
Serum samples positive for viremia,d e
At <5 daysf 6/11 15/25 42/671 i
At =5 daysf 5/32 1/24 4/32 40
Viral load,« median (rangel, logye RNA copies/mlL
At =5 days! 44512876830 478(236-801) 562(2.23-898) 05
At =5 days! 361 (2. 69-5 25} 3.1001.38-341) 33
Serotypes?
DENV-3 8(80.0) 10 (100.0) 38 (950) BLA
DENV-2 2(20.0) ;
DV2/DV3 11(2.5)

NOTE. Dataarsno (%) of patients, unless otherwise indicated Dengue hermarrhagic fever (DHF) and dengue fever (DF) were
defined according to Waorld Health Orgamization criteria. MA, not available

@ Dengue charactenzed by internal hemorrhage, plasma leakage, manifested signs of shack, andfor thrombooytapenia (platelst

count, =50,000 platelsts/mm?)

b The x? test was used for categorical variables, and the KruskalFWallis and MannWhitney tests were used for comparison of

median values

¢ A total of 181 patients had their immune status assessed by use of an 1gG avidity test
¢ As determined by reversetranscription polymerase chain reaction (PCR)
# The na. of samples with positive virermiaftotal no. of samples tested

f After the onset of symptomes.
9 As determined by multiplex PCR.

Real-time PCR. Duplicates of 10 ul. of RNA eluate were
directly applied to a dengue real-time commercial kit (Real Art;
artus/Qiagen) in a final volume of 25 L and were analyzed on
ABI 7300 real-time equipment {Applied Biosystems). The mean
value of the duplicate was adopted. A previous study evaluated
the use of real-time PCR for the diagnosis of dengue in samples
collected from all enrolled patients [32].

Laboratory values. Hematocrit and platelet analyses were
performed for all patients with dengue, as recommended by the
Brazilian Clinical Guideline for Management [26]. Hematocrit
and platelet data for hospitalized patients were collected at least
once per day. Data on serum levels of aspartate aminotransferase
(AST), alanine aminotransferase (ALT), and albumin were ob-
tained and recorded at study entry for hospitalized and day care
patients; data were obtained again when clinical manifestations
were noted, and nadir values were reported. The reference values
for normality were a serum AST level of =45 U/L, a serum ALT
level of =43 U/L, and an albumin level of 3.5-5.0 g/dL. Chest
radiography and ultrasonography were performed for patients
with suspected pleural effusions or ascites, for further documen-
tation of plasma leakage.

Statistical analysis. The positive predictive accuracy (PPA)
ofthe clinical diagnosis was defined as the number oflaboratory-
confirmed cases divided by the total number of suspected cases.
We compared the clinical characteristics and laboratory results

ofthe patients, according to health care settings and severity. The
¥? test was applied for categorical variables, and the Kruskal-
Wallis test was used to compare the median values for skewed
data distribution, when appropriate. A 2-tailed P value of <.05
was considered to be statistically significant. All statistical anal-
yses were performed using SPSS software for Windows (version
13.0; SPSS).

RESULTS

Patient characteristics. A total of 226 patients =15 years of
age underwent screening, and 185 of these patients had
laboratory-confirmed dengue: 76 (41.1%) had cases confirmed
by real-time PCR and/or multiplex PCR and/or viral culture,
and 109 (58.9% ) had cases confirmed by [gM serologic tests. The
ratio of females to males was 1.3:1.0. Almost one-half of the
patients were admitted to a hospital ward, 34.6% were moni-
tored in day care settings, and 17.8% were ambulatory patients.
The PPA of the suspected clinical diagnosis was ~80%, with
similar percentages noted for specific sex and age groups.

Table 1 presents the demographic characteristics of and clin-
ical and laboratory parameters for patients with dengue, accord-
ing to disease category. Of 185 laboratory-confirmed cases of
dengue, 43 (23.2%) were classified as DHF and 93 (50.3%) were
classified as DF. Among patients with DHF, 32 (74.4%) pre-
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sented with grade 1 or 2 disease, and 11 {25.6%) had hypoten-
sion and/or shock (grade 3 or 4 disease), with 2 deaths occurring.
Forty-nine patients were classified as having intermediate DF/
DHEF and presented with =1 of the following severe manifesta-
tions of dengue: signs of shock (11 patients), internal hemor-
rhage (11 patients), plasma leakage (10 patients); and
thrombocytopenia (34 patients). Mean age (+SD) was similar
among patients, regardless of disease category, and females were
slightly outnumbered by males in all groups. All patients with
DHF were hospitalized, except for 4 day care patients. The mean
duration of hospitalization (= SD) was 4.3 = 2.6 days. One-half
of the patients with intermediate DF/DHF required hospitaliza-
tion {mean duration, 3.4 days), and ~25% of patients with DF
were also hospitalized (mean duration, 2.6 days). Spontaneous
hemorrhage was more frequently observed among patients with
DHEF (83.7% of patients) and patients with intermediate DF/
DHEF (53.1% of patients) than among patients with DF (37.6%)
(P < .01). Approximately 70% of patients with intermediate
DF/DHE had a platelet count nadir of =50,000 platelets/mm?.
Almost one-half of patients with DF had a platelet count of
<2100,000 cells/mm?®. The incidence of bleeding was negatively
correlated with the platelet count (P << .01). A hematocrit in-
crease of =20% was detected in ~50% of patients with DHF. For
the remaining patients, plasma leakage was documented by ei-
ther pleural or abdominal effusion or hypoalbuminemia. The
median albumin level was significantly different among patients
in different disease groups (P << .01). Liver involvement, as de-
noted by AST and ALT levels, was greater among patients with
DHEF and severe manifestations than among patients with DF
(P <2 .05). Of patients with DHF, 62.2% had a >3-fold increase
in the serum AST level {compared with reference values for lev-
els considered to be normal), whereas patients with intermediate
DEF/DHE and those with DF had 38.7% and 34.1%, respectively,
which was a statistically significant difference (P = .03).
Assignment fo primary or secondary infection group.
Overall, 65% of patients presented with secondary infections.
There were no statistically significant differences in the percent-
age of patients with secondary infection among the groups. Ap-
proximately 70% of patients with intermediate DF/DHF and
61% of patients with DF had secondary infections (P = .46)
(table 2). There was a trend toward an increase in the develop-
ment of secondary infection according to age group, with 53.3%
of patients 15-25 years of age and 80.8% of patients > 50 years of
age developing such infection.
Of the samples collected within 5
days of the onset of symptoms, the percentage that were positive for

Viremia and serotypes.

viremia, as determined by molecular tests, was 50%—68% among
the disease groups (P = .79). The percentage of samples positive
for viremia varied from 4% to 15% for samples collected 5 days
after the onset of symptoms, and the percentage was not statis-
tically significant different among groups (P = .40). Median vi-
remia titers were similar among patients with DHF or inter-

Plasma viremia level, log,q RNA copies/mL
(=]
]

O—
1 1 1
DHF Intermediate DF/DHF DF
2 3 6 9 19 23 p
Figure 1. Bocplot distribution of viremia levels by primary and sec-

ondary dengue infection, according to dengue severity, for samples
collected within b days of the onset of symptoms. Circles denote outlier
values, white boxes, primary infection; gray boxes, secondary infection,
horizontal lines, median values. n, no. of positive samples, as determined
by reverse-transcription polymerase chain reaction. DF, dengue fever,
DHF, dengue hemorrhagic fever, intermediate DF/DHF, dengue charac-
terized by internal hemorrhage, plasma lsakage, manifestad signs of
shock, and/or thrombocytopenia [platelet count, =50,000 platelets/mm3).

mediate DF/DHF (445 and 4.78 log,y RNA copies/mL,
respectively) and patients with DF (5.62 log;; RNA copies/mL}),
for samples collected within 5 days of the onset of symptoms.
DV 3 was the predominant serotype, as determined by multiplex
PCR, and 3 patients had DV2 infection (table 2). Dual infection
(with DV2 and DV3) was detected, by means of multiplex PCR,
in 1 patient, who demonstrated the following characteristics:
mild illness, serologic test results compatible with secondary in-
fection, and a viral load of 2.22 log;, copies/mL.

Figure 1 presents the box-plot distribution ofthe viral load by
disease category and by primary and secondary dengue infec-
tion, considering samples collected within 5 days of the onset of
symptoms. There was no statistical difference between the vire-
mia levels noted in association with primary and secondary in-
fections, for each disease category.

Figure 2 shows the viral titers for specimens collected within 5
days of the onset of symptoms, as stratified by disease category and
type of attendance according to defervescence day. For ambulatory
patients with DF, a median viral titer of 5.51 log;; RNA copies/mL
was detected. A similar result (4.84 log;; RNA copies/mL) was
found among patients with intermediate DF/DHF who were hos-
pitalized or in day care settings. At defervescence (day 0), median
viremia titers were similar among patients with severe cases and
patients with DF. Patients with DHF or intermediate DF/DHF had
late viremia from days 1-3 after defervescence.
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Figure 2.

Levels of dengue viremia, by “fever day,” in plasma samples collected within 5 days of the onset of symptoms, according o whether the

patient was receiving care in & hospital/day care setting or was an ambulatary patient recaiving outpatient care. Fever day 0 was defined as the day
that defervescence occurred, day —1 was defined as 1 day before defervescence, and day +1 was defined as 1 day after defervescence. Dashed lines
denote median levels of viremia. For sach disease category shown in the key, the n/N values denote the no. of samples with positive viremia/the total
no. of samples tested. DF, denque fever, DHF, dengue hemorrhagic fever; intermediate DF/DHF, dengue characterized by internal hemorhage, plasma
leakage, manifested signs of shock, and/or thrombocytopenia (platelet count, =50,000 platelets/mm?).

DISCUSSION

Our findings showed that, in the epidemiologic scenario, mild
cases of dengue were predominant among adults, and severe
cases due to DV3 were not associated with secondary infection.
Most patients with DHF or intermediate DF/DHF were =5 days
beyond the onset of symptoms at the point-of-care setting. Of
interest, plasma viremia remained detectable during the postde-
fervescence period among patients with severe disease.

In the present study, ~70% of patients with severe illness had
secondary infection, a finding similar to the percentage of pa-
tients with DF who had secondary infection (60%). These find-
ings are in agreement with the clinical, epidemiclogic, and viro-
logic characteristics noted in dengue studies that also showed the
lack of association between disease severity and secondary den-
gue infection in Nicaragua [17, 34]. Of interest, DV3 was the

predominant serotype in our setting aswell as in that in the study
by Harris et al. [34]; this suggests that primary infections with
this serotype may lead to a severe clinical outcome in adults.
These findings support the role of virus virulence as a potential
risk factor for disease severity [14, 20, 35, 36].

Our findings in adults contrast with prospective studies con-
ducted in Asia among children [20, 23]. In these studies, an in-
creased relative risk for severe disease was noted among children
with evidence of previous DV infection, in accordance with the
established immune enhancement theory. Fatal cases were re-
ported in the course of primary infection in Brazil [37]. In a
retrospective study in Thailand, secondary dengue infection was
significantly associated with DHF outcomes in children, but not
in adults [18]. In Cuba, epidemiologic studies documented that
the majority of overt cases (DF or DHF cases) were secondary
dengue infection with DV1 and/or DV2 serotypes [38]. In our
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results, ~30% of primary infections were found in patients with
severe and nonsevere cases, in contrast with findings from the
Cuban experience. A possible explanation is the more recent
circulation of DV in central Brazil, since the first outbreak of
DV1 infection occurred in 1994 [25]. In addition, in this study
area, a previous household survey conducted in 2000 detected an
overall prevalence of 30%, which increased with age, indicating a
large susceptible population [&].

The hemagglutination inhibition test or the IgM/IgG ELISA ratio
determinations are traditionally performed to define primary and
secondary dengue infections [39]. Ina previous study, the IgG avid-
ity test exhibited sensitivity and specificity equivalent to those of the
IgM/IgG ELISA ratio determinations and the IgG titer assay for
discriminating primary from secondaryacute DV infection, with all
3 assays maintaining high sensitivity (100%) and specificities
(range, 95.7%6-97 .8%) [40]. The WHO /Special Programme for Re-
search and Training in Tropical Diseases (TDR) report stated that
the TgG avidity ELISA can be used to differentiate primary from
secondary infection, and it considers this technique to be more use-
ful than the hemagglutination inhibition test for this purpose [5,
41]. The possible identification of secondary flavivirus infection
rather than true secondary DV infection cannot be ruled out. How-
ever, if a cross-reaction occurred, it would have resulted in overes-
timation of the secondary infection rates.

Anumber of studies, mainly those conducted among children
in Asia, have correlated viremia with dengue severity [19, 20]. In
a study conducted in Taiwan, patients with DHF had a higher
viral load and a slower rate of clearance of viremia than did adult
patients who had DF with secondary DV2 infection [42]. Our
results showed detectable viremia levels from days 1-3 after the
defervescence period among groups in the adult population with
DHF or intermediate DE/DHE, by use of real-time PCR. The
possible explanations for detectable viremia among patients
with DITF at defervescence and afterward should consider, in
addition to prolonged viremia, differences in the viremia clear-
ance ratesand the contribution of primary and secondary infec-
tion to the clearance rate [42], although this study was not de-
signed to describe the kinetics of viremia, In the DF group, the
fact that few patients were tested for viremia in the defervescence
period precludes meaningful comparisons of these patients with
patients with severe disease. In our setting, 75% of patients with
DHF and intermediate DE/DHF arrived at the point of care
while already in the defervescence transition period, whereas pa-
tients with DF were mostly seen at the early onset of symptoms.
Under the assumption of late onset of DHE/DSS, if our study
protocol had included only patients in the early, acute phase of
illness (<25 days after the onset of the illness), when viremia is
highly detectable, only 25% of the patients with DIF and 50% of
the patients with DHF or intermediate DF/DHF would have
been recruited. This selective criterion to recruit only patients in
the early stages of illness would exclude most adult patients with
severe cases of dengue in central Brazil,

For patients with DF and those with intermediate DE/DHF,
no differences were observed in the proportion of samples pos-
itive for viremia or in the median viremia titers. However, one
limitation of the present study is that viremia was measured at a
single point in time that corresponded with the time of entry of
the patient into the study, and peak viremia might not have been
identified. We analyzed viremia levels within 5 days of the onset
of symptoms, because, in our previous report [32], there was no
significant difference between the median viremia titers detected
between days 1-3 and days 4 -5 of illness (data not shown).

Approximately 27% of patients with intermediate DF/DHE
had =1 of the 4 severe manifestations of dengue, including in-
ternal hemorrhage, plasma leakage, manifested signs of shock,
and/or marked thrombocytopenia, but they did not fulfill the
DHE/DSS WHO criteria [1]. Other studies have also suggested
that the number of severe cases of dengue may be underesti-
mated by adopting this criterion [17, 27]. Controversies about
the application of WHO dengue classification have been exten-
sively discussed in the literature, mainly in relation to the docu-
mentation of plasma leakage in adult patients [43—45]. Evidence
of hepatic inflammation was demonstrated by high median se-
rum levels of AST and ALT in patientswith DHF or intermediate
DF/DHF, compared with those noted in patients with DF. The
lack of serial daily determinations of laboratory values for day
care attendees or outpatients is a limitation that could result in
underestimation of AST and ALT values. However, abnormal
liver enzyme values have been associated with disease severity in
several other reports [46-48].

In conclusion, abnormal liver enzyme levels were associated
with a poor outcome of dengue. Detection of viremia after the
defervescence period was observed in adult patients classified as
having intermediate DE/DHF and DHF. Secondary infection
was not a predictor of severe clinical manifestation in adults,
who were primarily infected with serotype DV3 in central Brazil.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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