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RESUMO

A dengue é a doencga mais importante transmitida por artrépodes, no mundo. Os virus dengue
(DENV) séo virus de RNA de fita simples com polaridade positiva que pertencem a familia
Flaviviridae, género Flavivirus. Existem quatro sorotipos classicos do virus dengue
sorologicamente distintos (DENV-1, DENV-2, DENV-3, DENV-4). A infec¢do pelo DENV
causa um espectro de doencas que inclui desde infecgcdo assintomatica ou doenca febril leve a
dengue sem sinais de alarme, dengue com sinais de alarme e dengue grave. Testes
laboratoriais especificos utilizados no diagnostico de dengue podem ser realizados através da
deteccdo da presenca de anticorpos, do isolamento viral, da deteccdo do genoma do virus
através da transcricdo reversa seguida da reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR), da
deteccdo de antigeno NS1, e da imuno-histoquimica. No Estado de Alagoas, o diagndstico é
realizado apenas por sorologia e isolamento viral. Assim, o objetivo deste estudo foi realizar a
deteccdo molecular de DENV em amostras de soro de individuos com a suspeita clinica da
doenca atendidos em Macei6/AL, através dos métodos de One-step RT-PCR em tempo real,
multiplex semi-nested-PCR e nested PCR. Amostras de soros de 55 pacientes foram coletados
e testados para a deteccdo da regido RNC5' e de partes dos genes do C, prM e NS5 no genoma
viral. Do total de amostras, em 15 (27,27%) foi detectado genoma DENV em pelo menos um
dos testes utilizados. Destas, 13 (86,67%) foram positivas pelo One-step RT-PCR em tempo
real. O sorotipo viral pdde ser determinado em 9 amostras (60%), das quais 8 (88,9%)
apresentaram DENV-4 e 1 apresentou (11,1%), DENV-3. A maioria das amostras séricas
incluidas no estudo foi coletada dentro do periodo de viremia e foram de pacientes que
apresentaram sintomas sugestivos de dengue. Estes dados sugerem que outros membros do
género Flavivirus podem estar causando infeccdes em Maceio, porém recebendo diagnostico
clinico equivocado de dengue. No entanto, mais estudos de triagem molecular e soroldgica
para outros arbovirus sdo necessarios para comprovar esta hipétese.

Palavras-chave: Dengue; RT-PCR; Detecgdo; Diagndstico laboratorial.



ABSTRACT

Dengue is the most important arthropod-borne viral disease in the world. The dengue virus
(DENV) are single-stranded RNA viruses with positive polarity that belong to the family
Flaviviridae, genus Flavivirus. There are four classic serotypes of dengue virus serologically
distinct (DENV-1, DENV-2, DENV-3, DENV-4). The DENV infection causes a spectrum of
illness ranging from asymptomatic infection or mild febrile illness to dengue without warning
signs, dengue with warning signs, and severe dengue. Specific laboratory tests performed in
the diagnosis of dengue can be accomplished through the detection of the presence of
antibodies, virus isolation, detection of the viral genome by reverse transcription followed by
polymerase chain reaction (RT-PCR), NS1 antigen detection, and immunohistochemistry. In
the State of Alagoas, the diagnosis is performed only by serology and virus isolation. Thus,
the aim of this study was to perform the molecular detection of DENV in sera samples from
individuals with clinical suspect of the disease attended in Macei6/AL, by the methods of
one-step real time RT-PCR, multiplex semi-nested- PCR and nested PCR. Sera samples from
55 patients were collected and tested for detection of the 5’UTR region and of parts of the C,
prM and NS5 genes at the viral genome. Of the total samples, in 15 (27.27%) was detected
DENV genome in at least one of the used tests. Of these, 13 (86.67%) were positive by One-
step real time RT-PCR. The viral serotype could be determined in 9 samples (60%), of which
8 (88.9%) presented DENV-4 and 1 presented (11.1%) DENV-3. Most sera samples included
in the study was collected within the period of viremia and were obtained from patients who
had symptoms suggestive of dengue. These data suggest that other members from genera
Flavivirus may be causing infections in Macei6, but misdiagnosed as dengue. However,
further studies aiming the molecular and serological screening for other arboviruses are
necessary to confirm this hypothesis.

Key words: Dengue; RT-PCR; Detection; Laboratorial diagnosis.
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1 INTRODUCAO

A dengue é uma doenca transmitida aos seres humanos por artropodes vetores, através
da picada de mosquitos infectados com o virus, sendo o principal transmissor o Aedes aegypti
(BRASIL, 2010a). O virus dengue (DENV) é um arbovirus de RNA da familia Flaviviridae e
que pertence ao género Flavivirus. S&o conhecidos classicamente quatro sorotipos do virus da
dengue: DENV-1, DENV-2, DENV-3, DENV-4 (LANCIOTTI et al., 1992; GUBLER, 1998;
GUZMAN et al., 2010), no entanto, recentemente foi também descrito um quinto sorotipo
viral (NORMILE, 2013). A infeccdo pelo virus dengue causa doenca que pode variar de
formas assintomaticas, doenca febril inespecifica, dengue classica e até quadros com
fendmenos hemorragicos e choque, podendo evoluir para o 6bito. O diagndstico laboratorial
especifico para a confirmacéo da doenca pode ser realizado através da pesquisa de anticorpos,
isolamento viral, deteccdo do genoma do virus pelo método da transcricao reversa seguida da
reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR) e deteccdo de antigenos NS1; ainda, nos casos
fatais, por imuno-histoquimica (BRASIL, 2010a). A RT-PCR permite a deteccdo precoce da
infeccdo, além de possibilitar a identificacdo do sorotipo viral presente em amostras
bioldgicas humanas, sendo Util para o diagnéstico e para estudos epidemioldgicos
(LANCIOTTl et al., 1992; DE PAULA; FONSECA, 2004; FIGUEIREDO, 2006).

Em termos epidemioldgicos, a dengue é a mais importante arbovirose humana, por ter
alta incidéncia mundial e ampla distribuicdo do vetor (WHO, 2009). No Brasil, a dengue é
doenca de notificagdo compulsodria e, dessa forma, todos 0s casos suspeitos de dengue sejam
confirmados ou ndo devem ser notificados a Vigilancia Epidemioldgica do municipio
(BRASIL, 2009). No pais, o numero de casos para 0 ano de 2013 foi de 1.470.487 (BRASIL,
2014a). Em Alagoas, a dengue € um problema de salude publica desde 1986, onde se tornou
endémica, com a circulacdo de trés sorotipos desde 2002 e introducdo do DENV-4 em 2012.
A ocorréncia da transmissdo hiperendémica implicou nas formas graves da doenca (PONTES;
RUFFINO-NETTO, 1994; ESTADO DE ALAGOAS, 2013, 2014a). Nos dois ultimos anos,
25.893 casos de dengue foram confirmados no ano de 2012 e 8.009 no ano de 2013, segundo
os dados do boletim SESAU-ALAGOAS (Secretaria de Estado da Saude de Alagoas), da
semana 52 do ano de 2013, (ESTADO DE ALAGOAS, 2014b).

No estado de Alagoas, o diagnostico laboratorial de dengue é realizado apenas por

sorologia (pesquisa de antigeno NS1 e de anticorpos IgM) e isolamento viral. Em vista disso,
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0 presente trabalho se prop0s a realizar técnicas moleculares para a identificagdo do genoma
dos diferentes sorotipos de DENV, em amostras séricas de pacientes com a suspeita clinica,
visando ao diagnostico molecular da doenca. Essas técnicas podem ser utilizadas para
diagnostico mais rapido e preciso das infecgdes humanas por dengue, possibilitando analises
posteriores mais elaboradas, como a discriminagdo de sorotipos e genotipos dos DENV
circulantes em Alagoas, além de estudos de associacdo entre a gravidade da doenca e o
genotipo viral. Desse modo, esse estudo pretendeu auxiliar no diagnostico e no conhecimento
dos sorotipos de DENV circulantes em Alagoas, considerando que tais dados sdo altamente

relevantes a vigilancia e as acOes de prevencdo e controle da dengue na regido.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Virus dengue

Os virus dengue (DENV) sdo arbovirus pertencente ao género Flavivirus, familia
Flaviviridae, os quais apresentam virions esféricos com aproximadamente 50nm de didmetro,
possuem envelope lipidico e genoma de RNA, de cadeia simples, polaridade positiva, com
aproximadamente 11 kb (GUBLER, 1998). O RNA viral apresenta estrutura cap na
extremidade 5%, mas ndo possui cauda polyA na extremidade 3" (LINDENBACH; THIEL;
RICE, 2007). Os Flavivirus possuem uma Unica sequéncia aberta de leitura (open reading
frame, ORF), que é flanqueada por regides ndo codificantes (RNC5’, RNC3’). A RNC5’
possui aproximadamente 100 nucleotideos e a RNC3’ cerca de 400 a 700 nucleotideos
(Figura 1) (LINDENBACH; THIEL; RICE, 2007). A ORF codifica uma poliproteina, a qual
é clivada em trés proteinas estruturais (C-prM-E) e sete proteinas ndo estruturais (NS1-NS2A-
NS2B-NS3-NS4A-NS4B-NS5) (Figura 1). As proteinas estruturais sdo as seguintes: proteina
do capsideo (C), pré M, que € precursora da proteina da membrana (M), e glicoproteina E do
envelope viral (ROMANOS, 2008).

Figura 1 - Sequéncia aberta de leitura do genoma dos flavivirus e o processamento da poliproteina.
Proteinas estruturais: do capsideo (C), da membrana (M) e glicoproteina do envelope (E). Proteinas
ndo estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e N55).

Genoma de RNA e poliproteina dos flavivirus

RNC 5’ Genoma de RNA RNC 3’
Cape—{ Estrutural | Nao Estrutural —_—
1 Tradugdo

Ve o o 2 V__ V¥ VvV _Vo V
nva €] | (] [CET][(NsT][2A][28 ][ NS3_|[4A][[[48][_NS5___}cooH

MTase
RdRp

1 Furina

(er [(™]

WV NS2B/NS3 protease
o Signalase

Protease
Helicase
NTPase

5'RTPase

Fonte: Adaptado de SAMPATH e PADMANABHAN (2009).
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A proteina C é basica e tem aproximadamente 11 kDa (LINDENBACH; RICE, 2003).
Esta proteina se une ao RNA viral para originar o nucleocapsideo e atua na montagem da
particula do virus. O precursor da proteina M (prM) possui aproximadamente 26 kDa e é
necessario para a dobragem correta e estabilizacdo da proteina E (LINDENBACH; RICE,
2003; LINDENBACH; THIEL,; RICE, 2007).

A proteina E possui aproximadamente 53 kDa, é a proteina principal de superficie do
virion, atuando na ligagdo e entrada do virus na célula e é alvo de anticorpos neutralizantes.
As subunidades individuais da proteina E consistem de trés dominios de estrutura beta-barrel
denominados: dominios I, Il e I1l. Embora a neutralizacdo dos DENV dependa da ligacdo de
anticorpos a epitopos localizados nos trés dominios, a regido mais fortemente imunogénica e
neutralizante nesses virus é o dominio Il da proteina E (LINDENBACH; THIEL; RICE,
2007; WAHALA,; SILVA, 2011).

A glicoproteina NS1 (~46 kDa), a proteina NS2A (~22 kDa), a proteina NS3 (~70
kDa) e a proteina NS5 (~103 kDa) sdo importantes para a replicacdo do RNA viral. A
proteina NS1 pode ser localizada no interior da célula, na superficie da célula e pode ser
secretada para 0 meio extracelular. Esta proteina participa da sintese da fita negativa do RNA
(LINDENBACH; THIEL; RICE, 2007; MULLER, 2011). A NS2A é uma proteina que esta
envolvida na montagem do virus. Ja a proteina NS2B tem aproximadamente 14kDa e esta
associada a proteina de membrana. Ela se une com a NS3 atuando como um co-fator da serina
protease NS3. A proteina NS3 é multifuncional e atua no processamento da poliproteina, tem
atividade de protease viral (helicase/NTPase, RTPAse) (LINDENBACH; THIEL; RICE,
2007). As proteinas NS4A e NS4B séo pequenas e possuem 16 e 27 kDa , respectivamente, e
estdo implicadas na localizacdo apropriada de proteinas virais e montagem do virion
(LINDENBACH; RICE, 2003; LINDENBACH; THIEL; RICE, 2007). Uma interacdo entre
NS1 e NS4A ¢ necessaria para a funcdo da replicase. A proteina NS5 € altamente conservada,
atua no processamento da poliproteina e desempenha a atividade de polimerase
(LINDENBACH; THIEL; RICE, 2007).

2.2 Replicagéo viral

A entrada dos virus nas células alvo ocorre através de endocitose mediada por

receptores. Os virus sdo liberados no citoplasma apéds fusdo envelope viral com a membrana
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do endossoma, dependente do meio acido e de alteragcbes conformacionais na glicoproteina do
envelope (E) (MODIS et al., 2004; FERNANDEZ-GARCIA et al., 2009). O RNA viral livre
no citoplasma codifica a poliproteina precursora. Em seguida, na membrana do reticulo
endoplasmatico (RE), ha o processamento pré- e pds-traducional pela clivagem das proteases
do hospedeiro e virais, originando as trés proteinas estruturais (C-prM-E) e as sete proteinas
nédo estruturais (NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4A, NS4B e N55) (LINDENBACH; RICE, 2003;
FERNANDEZ-GARCIA et al., 2009; MULLER, 2011). Apés a traducdo do RNA viral, a
proteina C e as proteinas ndo estruturais NS2a, NS2b, NS3, NS4A, NS4B e N55 sdo liberadas
para o citoplasma (LINDENBACH; RICE, 2003; MULLER, 2011).

Em seguida, a replicacdo inicia com a sintese da fita negativa de RNA (ssRNA-), a
qual é utilizada na formacdo de uma dupla fita de RNA, a partir da qual sdo originadas
numerosas copias de RNA de cadeia positiva (sSRNA+). A montagem do virion ocorre na
superficie do RE, onde o RNA viral se une com a proteina C, formando o nucleocapsideo, o
qual é empacotado na bicamada lipidica RE que contém as glicoproteinas prM e E. Os virus
imaturos e nao infecciosos seguem para o limen do RE e sdo transportados para o trans-
Golgi, onde ocorre a maturacdo do virus, através da clivagem da proteina prM em proteina M,
mediada pela furina. As particulas infecciosas sdo liberadas por exocitose para o meio
extracelular (FERNANDEZ-GARCIA et al., 2009; MULLER, 2011).

2.3 Classificacdo antigénica dos flavivirus e Sorotipos de DENV

Todos os membros do género Flavivirus mostram sitios antigénicos comuns como
revelado em ensaios classicos de inibicdo de hemaglutinacdo (IH), nos quais se utilizou soros
imunes policlonais, e que levou a base da classificagdo dos membros dos flavivirus (SABIN,
1952; SABIN, 1953; CASALS; BROWN, 1954). Por outro lado, os ensaios de neutralizacdo
viral sdo mais discriminatorios para a definicdo antigénica, e podem ser usados para distinguir
espeécies virais dentro de um mesmo género, bem como para definir subgrupos intimamente
relacionados (BURKE; MONATH, 2001). Com base nos resultados de neutralizacdo-cruzada
utilizando antissoros policlonais hiperimunes os flavivirus foram divididos em grupos
pertencentes a sorocomplexos antigénicos distintos, sendo que os virus DENV formam juntos
um destes sorocomplexos (grupo Dengue) (BURKE; MONATH, 2001).
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A proteina E do envelope dos flavivirus é uma hemaglutinina viral e compde o alvo
primario para neutralizacdo por anticorpos (BURKE; MONATH, 2001; DOWD; PIERSON,
2011), apresentando inimeros epitopos, sendo que a neutralizacdo efetiva dos virions requer a
ligacdo a multiplos anticorpos (WAHALA; SILVA, 2011). Os dados de neutralizacdo-cruzada
na HI de anticorpos policlonais (heterélogos) e monoclonais (homdlogos) refletem diferencas
na estrutura antigénica da proteina E, e fornecem evidéncia para a presenca de determinantes
antigénicos de grupos, sorocomplexos, e sorotipos virais (BURKE; MONATH, 2001).

Dessa forma, segundo as propriedades antigénicas determinadas em ensaios
soroldgicos, sdo conhecidos classicamente quatro sorotipos do virus dengue: DENV-1,
DENV-2, DENV-3, DENV-4 (HENCHAL,; PUTNAK, 1990). No entanto, recentemente, foi
também descrito um quinto sorotipo viral, o qual foi detectado em uma amostra de
soro/sanguinea de um caso grave de uma epidemia que ocorreu em 2007, na Malasia. Esta
amostra foi inicialmente diagnosticada como DENV-4, mas através do sequenciamento foi
descoberto que o virus ocupa um novo ramo na arvore genealégica dos DENV. Acredita-se
gue ndo existe ciclo de transmissdo deste quinto sorotipo entre humanos, porém suspeita-se

que ha circulacdo entre os primatas ndo-humanos (NORMILE, 2013).

Os sorotipos de DENV possuem epitopos sorotipo-especificos e epitopos que sao
comuns entre todos os virus DENV. Por essa razdo, apesar da reatividade cruzada entre 0s
diferentes sorotipos de DENV, os anticorpos gerados numa infeccdo primaria com
determinado sorotipo evitam apenas a re-infeccdo do individuo com o mesmo sorotipo
(sorotipo homodlogo). Esses individuos sdo, portanto, suscetiveis a infeccdes subsequentes
com sorotipos diferentes de DENV (sorotipo heterélogo) (BURKE; MONATH, 2001). Além
disso, os anticorpos heteréfilos sdo paradoxalmente associados ao aumento da gravidade da
doenca nos individuos re-infectados com dengue (SIERRA et al., 2012). A principal teoria
proposta para explicar o aumento do risco de doenca grave em casos de infecgdo secundaria é
a chamada imunoamplificagdo-dependente de anticorpo (Antibody-dependent enhancement
ou ADE), que postula que anticorpos fracamente neutralizantes, produzidos na primeira
infeccdo contra um sorotipo, se liguem a receptores FcyR de mondcitos e macrofagos e assim
aumentem a taxa de infecgdo destas células, levando a respostas inflamatorias exacerbadas e
deletérias ao paciente (HALSTEAD; O’ROURKE, 1977; HALSTEAD, 1988; SIERRA et al.,
2012).

Os diferentes tipos de DENV compartilham entre 62% a 77% da sequéncia de seus

aminoacidos, sendo DENV-1 e DENV-3 o0s mais estreitamente relacionados (77% de
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homologia), seguido de DENV-2 (69%) e de DENV-4 (62%) (BURKE; MONATH, 2001).
Contudo, anélises mais extensas e baseadas nas sequéncias nucleotidicas dos genomas de cada
sorotipo revelaram um elevado grau de diversidade intra-sorotipo (diferencas de aminoacidos
de até 10% na proteina E) e permitiu a identificacdo de diferentes genotipos dentro de cada
sorotipo viral (RICO-HESSE, 1990; LEWIS et al., 1993; RICO-HESSE, 2003; AMARILLA
et al., 2009).

2.3.1 Genotipos de DENV

Nos quatro sorotipos do DENV ha uma divergéncia de aproximadamente 30% na
sequéncia de nucleotideos de todo o genoma. Os genotipos de DENV sédo identificados
através do sequenciamento da regido das juncdes dos genes E/NS1, também da sequéncia
completa do gene E e do genoma completo (GONCALVEZ et al., 2002; RICO-HESSE, 2003;
FERES, 2008; BARBOZA, 2013).

Cada genotipo de DENV apresenta diversidade genética extensa e resulta em grupos
filogeneticamente distintos, embora ndo haja consenso sobre os critérios para a defini¢do de
diferentes genotipos (RICO-HESSE, 2003; HOLMES, 2009). E sabido, contudo, que os
genotipos apresentam potencial patogénico e distribuicdo geografica distintos (RICO-HESSE,
2003; HOLMES, 2009; WAHALA,; SILVA, 2011). Desse modo, os genotipos de DENV tém
sido utilizados como ferramentas para determinar a origem e a propagacao de epidemias de
dengue (TRENT et al., 1983; RICO-HESSE, 1990; LANCIOTTI; GUBLER; TRENT, 1997;
RICO-HESSE, 2003; AMARILLA et al., 2009; ALFONSO et al., 2012). Genotipos dos
quatro sorotipos de DENV, com base na sequéncia completa do gene E, sdo apresentados no
Quadro 1 (GONCALVEZ et al., 2002; CARNEIRO, 2009). No entanto, a classificacdo dos
genotipos se expandira a medida que mais cepas de cada sorotipo dengue forem sendo
examinadas (RICO-HESSE, 2003). No Brasil, de acordo com publicacdes de grupos de

pesquisa nacionais, 0s genotipos de DENV circulantes sao listados no Quadro 2.
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Quadro 1 - Distribuigdo geografica dos genotipos dos DENV no mundo.

Sorotipo

Genotipo

DENV-1

Genotipo | - Havai, China, sudeste da Asia e leste da Africa

Genotipo Il — Tailandia

Genotipo Il — Malésia

Genotipo IV - Oeste do Pacifico e Austrélia

Genotipo V - Américas, Oeste da Africa e Asia

DENV-2

Genotipo | (subtipo I) — Asiatico | — Malasia e Tailandia

Genotipo |1 (subtipo H1) — Asiatico 1I- Vietnd, China, Taiwan, Sri Lanka e

Filipinas

Genotipo (subtipo IV) - Australia, Leste e Oeste da Africa, ilhas do Oceano Indico
e Pacifico, subcontinente indiano e Oriente Médio.

Genotipo Americano (subtipo V) — América Latina, Caribe, subcontinente indiano,
ilhas do Pacifico

Genotipo Americano/Sudeste Asiatico (V1) — Tailandia, Vietnd, América

Genotipo silvestre — Oeste da Africa e Sudeste da Asia

DENV-3

Genotipo | - Indonesia, Malésia, Filipinas, ilhas do Sul do Pacifico

Genotipo Il - Tailandia, Vietnad e Bangladesh;

Genotipo 111 - Sri Lanka, India, Africa e Samoa

Genotipo IV - Porto Rico, América Latina e Central e Tahiti

DENV-4

Genotipo | - Tailandia, Filipinas, Sri Lanka e Japédo

Genotipo Il - Indonésia, Malésia, Tahiti, Caribe e América

Genotipo Il — Tailandia

Genotipo IV — Malésia (cepas silvestres)

Fonte: GONCALVEZ et al., 2002; CARNEIRO, 2009; DRUMOND et al., 2013.
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Quadro 2 - Distribui¢do geografica dos genotipos dos DENV no Brasil.

Sorotipo Genotipo

Genotipo | — Rond6nia, 2007 (Proteina NS1)

DENV-1 Genotipo | — Sdo Paulo, 2005 (juncéo E/NS1)

Genotipo | — Sdo Paulo, 2004 (juncdo E/NS1)

Genotipo Il — Ceara, 2006 (juncdo E/NS1, préM, M e E)

Genotipo I11 — Sdo Paulo, 2005 (jungdo E/NS1)

DENV-2 Genotipo Il — So Paulo, 2004 (jungdo E/NS1)

Genotipo Il — Rio de Janeiro, 2003 (jungdo E/NS1)

Genotipo Il — Rio de Janeiro, 2002 (genoma completo) (juncdo E/NS1)

Genotipo | — Minas Gerais, 2008 (proteina C, préM, M e E)

Genotipo Il (subtipo C) — Rio de Janeiro, 2002 (proteina C, préM, M e E)

DENV.3 Genotipo Il — Séo Paulo, Roraima, Mato Grosso, Goias, Amazonas, Ronddnia e
Paréa (proteina E)

Genotipo Il — Rio de Janeiro, 2006 (genoma completo)

Genotipo Il — Ceara, 2006 (juncdo E/NS1, préM, M e E)

Fonte: Adaptado de FERES, 2008.

Em relagdo a associagdo dos diferentes DENV com a clinica da doenca, alguns estudos
tém demonstrado que os sorotipos que podem causar doenga com maior gravidade sdo o
DENV-2 e 0 DENV-3 (VAUGHN et al, 2000; NISALAK et al, 2003; PEREIRA et al., 2004;
BALSAMEDA et al., 2006). Ja em relagdo aos genotipos, as cepas do Sudeste Asiatico
(DENV-2) séo associadas as formas mais graves de dengue, pois os virus replicam de maneira
mais eficiente nas células dendriticas humanas, do que aquelas cepas do genotipo Americano
(RICO-HESSE et al., 1997; COLOGNA; ARMSTRONG; RICO-HESSE, 2005). Além disto,
comparou-se as cepas das duas linhagens (asiatica e americana) de DENV-2 em relacéo a sua
capacidade de infectar e de se difundir em véarias populacdes do Aedes aegypti
(ARMSTRONG; RICO-HESSE, 2003). O genotipo do Sudeste Asiatico apresentou maiores
taxas de infecgdo disseminada, sugerindo que os vetores e 0s hospedeiros humanos
selecionaram as cepas mais virulentas do gendtipo do Sudeste Asidtico (WEAVER,;
VASILAKIS, 2009).




27

2.4 Epidemiologia da dengue

2.4.1 Transmissao

Os DENV sdo transmitidos aos seres humanos principalmente através dos mosquitos
Aedes aegypti e Aedes albopictus infectados, os quais introduzem o virus no hospedeiro
durante o repasto sanguineo (FERNANDEZ-GARCIA et al., 2009). Novos mosquitos se
tornam infectados ao se alimentarem do sangue de individuos virémicos ou pela transmissdo
transovariana (FIGUEIREDO, 2007). O ciclo que envolve o ser humano, Aedes aegypti e
outro ser humano é chamado de ciclo urbano, que é o mais comum. Na Africa e na Asia,
ocorre também o ciclo silvatico (enzodtico) que envolve primatas ndo humanos e outras
espécies de mosquito do género Aedes, tais como A. furcifer, A. luteocephalus e A. taylori
(CARDOSA et al., 2009).

Os fatores que contribuem para 0 aumento das populagdes de mosquitos e do contato
entre 0S mosquitos vetores e 0 homem sdo 0s seguintes: urbanizacdo, desmatamento,
condicdes precarias de habitacdo, esgoto e gestdo de residuos e a falta de sistemas de coleta e
armazenamento de agua confidveis. A distribuicdo e transmissdo dindmica das doencas por
arbovirus também sofreram uma grande influéncia pelas mudancas demogréaficas globais que
resultaram de transporte moderno (GUBLER, 2002).

Nos ultimos anos, ocorreu um aumento na distribuicdo geogréafica do virus e do seu
vetor 0 Aedes aegypti (GUBLER, 2005). Estes fatores levaram a emergéncia de epidemias de
dengue em varias regides do mundo (GUBLER, 1998, 2005). Os nameros de casos de dengue
vém crescendo mundialmente. Atualmente, cerca de 2,5 bilhdes de pessoas (mais de 40% da
populacdo mundial) estdo em risco de infeccdo de dengue. Estima-se que, a cada ano, possam
ocorrer de 50 a 100 milhdes de casos de dengue no mundo (WHO, 2014).

2.4.2 Aspectos clinicos

A infeccdo pelo DENV causa doenca que pode variar de formas assintomaticas, a
febre do dengue (DF), caracterizada por febre alta e dores generalizadas e sangramento

ocasional de menor gravidade, até formas graves de doenca com fenbmenos hemorragicos,
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conhecidas como Febre Hemorragica do Dengue (DHF), com ou sem choque, e a Sindrome
do Choque do Dengue (DSS) que podem ser fatais (HALSTEAD, 2007).

Porém, houve uma recente atualizacdo na classificacdo das formas de dengue e, de
acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS/WHO), os casos de dengue passaram a
ser classificados como: dengue; dengue com sinais de alarme e dengue grave, a partir de 2014
(BRASIL, 2014c). Desse modo, no Brasil, segundo o Ministério da Saude a definicdo de
“Caso de dengue” ¢ feita com base nos critérios apresentados na Tabela 1. Porém, a
terminologia dos casos de dengue segundo a classificacdo anterior (DF, DHF, DSS) continua
sendo amplamente utilizada (WHO, 2009; PEELING et al., 2010; SIERRA et al., 2012).

Tabela 1 — Critérios atualizados definidos para caso suspeito de dengue.

Sindrome suspeita Criterios clinicos e laboratoriais

Dengue Paciente que apresente febre, entre 2 e 7 dias, acompanhada de duas ou
mais das seguintes manifestacdes: ndusea, vomitos; exantema; mialgias,
artralgia; cefaleia, dor retroorbital; petéquias ou prova do lago positiva;

leucopenia.
Dengue com sinais | Todo caso de dengue que, no periodo de defervescéncia da febre
de alarme apresenta um ou mais dos seguintes sinais de alarme: dor abdominal

intensa e continua, ou dor a palpagdo do abdomen; vomitos persistentes;
acumulacdo de liquidos (ascites, derrame pleural, pericardico);
sangramento de mucosas; letargia ou irritabilidade; hipotensdo postural
(lipotimia); hepatomegalia maior do que 2 cm; aumento progressivo do
hematdcrito.

Dengue grave E todo caso de dengue que apresenta um ou mais dos seguintes
resultados: Choque devido ao extravasamento grave de plasma
evidenciado por taquicardia, extremidades frias e tempo de enchimento
capilar igual ou maior a trés segundos, pulso débil ou indetectavel,
pressdo diferencial convergente < 20 mm Hg; hipotensao arterial em fase
tardia, acumulacdo de liquidos com insuficiéncia respiratoria;
Sangramento grave, segundo a avaliagdo do meédico (exemplos:
hematémese, melena, metrorragia volumosa, sangramento do sistema
nervoso central); Comprometimento grave de 6rgdos tais como: dano
hepatico importante (AST o ALT>1000), sistema nervoso central
(alteracdo da consciéncia), coracdo (miocardite) ou outros 6rgaos.

Fonte: BRASIL, 2014c.
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2.4.3 Dengue nas Américas e no Brasil

A dengue é uma doenca de origem asiatica ou africana, porém atualmente tem
distribuicdo cosmopolita, causando inUmeras epidemias anuais em diferentes partes do mundo
(WILDER-SMITH; GUBLER, 2008). Nas Américas, nas ultimas décadas, a primeira
epidemia com o DENV-1 foi relatada no ano de 1977, na Jamaica, e se expandiu para outros
paises (MARTIN et al., 2010). Em 1981, a primeira epidemia da forma hemorragica da
doenca causada DENV-2 foi relatada em Cuba (KOURI, 1989; MARTIN et al., 2010). No
mesmo ano, nas ilhas do Caribe Oriental, relatou-se a presenca do DENV-4, o qual se
expandiu para outros paises. Em 1989, registrou-se uma segunda epidemia da forma
hemorragica da doenca, na Venezuela (MARTIN et al., 2010). O virus DENV-3 foi detectado
em 1994 numa epidemia na Nicardgua, e em seguida se expandiu para o México, Caribe,
América Central e América do Sul (GUZMAN et al., 1996; GUBLER, 1998; ARAUJO et al.,
2012). Atualmente, nas Américas, encontram-se 0s quatro sorotipos do DENV (Figura 2). E
no ano 2013, 2.350.000 casos de dengue foram notificados nas Ameéricas, sendo que 37.687
eram de dengue grave (WHO, 2014).
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Figura 2 - Distribuicdo dos quatro sorotipos do DENV nas Américas, de 1990 a 2013.
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No Brasil, 0 DENV-1, provavelmente, foi introduzido nos anos 80. Sendo os primeiros
casos na regido Norte, em Roraima (1981), e na regido Sudeste (1986, no Rio de Janeiro)
(OSANAI et al., 1983; SCHATZMAYR, NOGUEIRA, ROSA, 1986). A introducdo do
DENV-2 foi detectada em 1990, no Rio de Janeiro (NOGUEIRA et al., 1990; NOGUEIRA et
al., 1991), e posteriormente, na mesma cidade, foi detectado o primeiro caso autdctone do
DENV-3, em 2000 (NOGUEIRA et al., 2001). O DENV-4 foi detectado em 1981 em
Roraima (OSANAI et al.,, 1983), tendo ressurgido somente em 2008, em Manaus
(FIGUEIREDO et al., 2008) e disseminou-se pelo pais durante os anos seguintes, tendo sido
reconhecida pelo Ministério da Salde a presenca do DENV-4 no pais, somente no ano de
2010 (BRASIL, 2010b).

Atualmente, o Brasil ocupa a primeira posi¢cdo em nimero de casos registrados de DF
no mundo (TEIXEIRA, 2012). O pais encontra-se, portanto, em grave situacdo de
hiperendemicidade (TEIXEIRA et al., 2009) com a circulacdo simultanea dos quatro sorotipos
virais e com o0 aumento na incidéncia de casos graves da doenca. Segundo o Ministério da
Salde, s6 em 2014, foram registrados 515.663 casos de dengue no pais até a semana
epidemioldgica 22 (25/05 a 31/05), sendo confirmados 236 casos de dengue grave, 3.324
casos com sinais de alarme e 149 6bitos. Em 2013 foram confirmados 500 6bitos por dengue
no pais. Nos meses de janeiro a maio de 2014 foram enviadas 6.321 amostras para realizacdo
do exame de isolamento viral nos centros de referéncia distribuidos no pais, sendo 2.032
positivos (32,1%) e com as seguintes proporcdes dos sorotipos virais: DENV-1 (80,1%),
seguido de DENV-4 (17,7%), DENV-2 (1,8%) e DENV-3 (0,4%) (BRASIL, 2014b).

2.4.4 Dengue no estado de Alagoas e municipio de Maceid

Em Alagoas, a dengue é um problema de salde publica e é considerada a doenca
endémica de maior importancia. O sorotipo DENV-1 foi introduzido no ano de 1986 no
estado, e 0 DENV — 2, em 1991. Em 2002, detectou-se 0 DENV-3 em Alagoas, e em 2012 o
DENV-4 foi introduzido (ESTADO DE ALAGOAS, 2014a). De 1996 a 2013, houve picos
epidémicos da doenca em 1998, 2002, 2008, 2010 e 2012 (Figura 3). Provavelmente, o pico
epidémico do ano de 2002 ocorreu devido a introdugdo de um novo sorotipo, 0 DENV-3
(Figura 3). Neste ano, com a circulacdo simultanea de trés sorotipos virais, elevados indices
de infestagcdo predial pelo Aedes aegypti e um grande ndmero de individuos susceptiveis,
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instalou-se o padrdo de transmissdo hiperendémica, agravando-se na década atual. A
transmissdo hiperendémica leva ao aumento da frequéncia das formas graves da dengue e,
consequentemente, da letalidade. Os primeiros registros de internacfes de pacientes com
dengue grave em UTI nos hospitais de Alagoas, bem como as quatro primeiras mortes no
estado ocorreram em 2003 (ESTADO DE ALAGOAS, 2014b). Em 2008, houve pico de
incidéncia da doenga, provavelmente, devido a um alto indice de infestagdo predial pelo
Aedes aegypti,em Macei6 (Figura 3) (ESTADO DE ALAGOAS, 2009). O ano de 2010 foi o
ano epidémico mais critico, provavelmente, devido as fortes enchentes causadas pela chuva
neste ano, o que intensifica o risco para a ocorréncia de casos novos de doengas transmissiveis
(ESTADO DE ALAGOAS, 2010a, 2010b). No ano de 2012, com a introducdo do sorotipo
DENV-4, houve a maior ocorréncia de formas graves da dengue (Figura 3). O Aedes aegypti
infesta hoje 100% dos municipios alagoanos (ESTADO DE ALAGOAS, 2014a).

Apesar do grande numero de casos anuais de dengue em Alagoas, o diagnostico
laboratorial oferecido na regido ainda € precario. No ano de 2013, das amostras coletadas
oportunamente de pacientes com diagndstico clinico de dengue (amostras coletadas em até 5
dias ap0s o inicio da doenca), em Alagoas, e encaminhadas para 0 LACEN-AL, em nenhuma
das tentativas de isolamento viral foi obtido sucesso na identificacdo dos sorotipos. Por causa
disso, no referido ano, ndo é conhecido qual (ais) os sorotipos virais foram circulantes nos
municipios (ESTADO DE ALAGOAS, 2014b).

Figura 3 - Incidéncia de Dengue, Alagoas de 1996 a 2014*.
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2.5 Diagnostico laboratorial da dengue

Os casos de dengue podem ser confirmados laboratorialmente por: pesquisa do
antigeno viral NS1 por teste rapido ou ELISA, sorologia com a pesquisa de IgM e IgG,
isolamento viral em cultura de células, pesquisa do genoma viral por RT-PCR e, para 0s casos
fatais, pesquisa de antigenos virais nos tecidos por imuno-histoquimica (BRASIL, 2014c). No
Brasil, a técnica padrdo ouro para a identificacdo dos sorotipos do DENV é o isolamento viral
(BRASIL, 2010a). No caso dos virus isolados em cultura de células, para a identificagdo do

sorotipo viral, utiliza-se a técnica de imunofluorescéncia, com antissoros sorotipo-especificos.

Os testes diagndsticos podem ser avaliados a partir da sensibilidade (porcentagem de
amostras verdadeiramente positivas, como identificadas pelo ensaio de referéncia),
especificidade (porcentagem de amostras verdadeiramente negativas, como identificadas pelo
ensaio de referéncia) (PEELING et al., 2010). Levando em consideracdo estes parametros, a
técnica de isolamento viral tem como vantagem a especificidade e identificacdo dos sorotipos.
No entanto, esta técnica possui um alto custo financeiro, requer conhecimento e instalacdes
adequadas, ndo diferencia infeccdo primaria de infeccdo secundaria, requer que a amostra
seja coletada na fase de viremia (0-5 dias ap6s o inicio), e para a sua leitura é necessario mais

do que uma semana.

Ja a técnica de RT-PCR, além de ser especifica, € sensivel; os resultados podem ser
obtidos dentro de 24 a 48 horas; e permite identificar sorotipo e genotipo virais. No entanto,
na RT-PCR, a amostra também precisa ser coletada no periodo de 0 a 5 dias apds o inicio dos

sintomas, e tem custo elevado.

A deteccdo do antigeno NS1 é outra opcdo no diagndstico da dengue, pois apresenta
uma facil execugdo e possui um menor custo em relacdo ao isolamento e & RT-PCR. Em
contrapartida, esta técnica tem menor sensibilidade quando comparada ao o isolamento e a
RT-PCR. J& a deteccdo de IgM em amostra Unica, tem o menor custo e identifica provaveis
casos de dengue, sendo util para vigilancia, nos rastreamentos de surtos e na monitoragao da
eficacia de intervencdes. Porém, em infeccdes secundarias, a quantidade de IgM pode ser
baixa ou mesmo indetectavel. A soroconversdo de IgM e IgG é tambem acessivel quanto ao
custo, possui uma execucdo facil e possibilita diferenciacdo entre infeccdo secundaria e
infeccdo primaria. Como desvantagem, tem-se que a quantidade de IgM pode ser baixa nas
infeccbes secundarias, e a confirmacdo da doenca requer a coleta pareada de duas ou mais
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amostras de soro. (PEELING et al., 2010). Finalmente, a imuno-histoquimica além de n&o ser
tdo sensivel quanto o isolamento viral ou a deteccdo de RNA, s6 esta disponivel para os casos

fatais de infeccéo.

2.5.1 RT-PCR convencional

Para a deteccdo molecular de dengue ja foram descritos diversos protocolos de RT-
PCR com primers distintos (LANCIOTTI et al., 1992; BRONZONI et al., 2005; KUMARIA,
CHAKRAVARTI, 2005; AQUINO et al., 2006). No entanto, tem sido adotado como padréo
ouro para este tipo de diagndstico o RT-PCR com os primers descritos por Lanciotti et al.
(1992), segundo a OMS (WHO, 2009). Varios pesquisadores tém se utilizado desse método
com diversas adaptagdes (POERSCH et al., 2005; GOMES et al., 2007; CASTRO, 2008;
PAUDEL etal., 2011).

Variacdes do método original tém sido padronizadas para otimizar tempo e custos,
como por exemplo, as reacBes de passo Unico (one-step). Da mesma forma, tentativas de
aumentar a sensibilidade dos testes moleculares foram realizadas ao se padronizar diferentes
protocolos de PCR em tempo real (SHU et al., 2003; CHIEN et al., 2006; SANTOS et al.,
2008; PAUDEL et al., 2011).

2.5.2 RT-PCR em tempo real

A técnica de PCR em tempo real possibilita acompanhar a amplificagdo e visualizar
dados de forma mais rapida que o convencional, pois ndo & necessaria a realizacdo de
eletroforese. Ela também possui maior sensibilidade do que a RT-PCR convencional e o
isolamento (MACKAY et al., 2002; POERSCH et al., 2005). Um ganho na realizacdo desta
técnica é a possibilidade de quantificacdo do material amplificado com base em fluorescéncia,
a qual é realizada na fase exponencial da reacdo, no ponto chamado ciclo limiar (threshold
cycle- Cy). Para tal, adiciona-se a reagdo um fluorocromo que, no caso do, ocorre a ligacédo
entre este e a dupla fita de DNA, que quando é excitado pela luz emitida pelo aparelho, libera
fluorescéncia verde (MACKAY; ARDEN; NITSCHE, 2002; NOVAIS; ALVES, 2004). A
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utilizacdo SYBR® Green tem como vantagem o baixo custo em relacdo a outros compostos
fluorescentes, como sondas especificas (LAl et al., 2007).

Nestas reacOes, para se considerar positiva a amostra, entdo, deve-se verificar a
temperatura de dissociacdo/ melting) (T, - temperatura onde metade do produto da PCR esta
dissociado/ desnaturado) e o ciclo limiar/ threshold cycle (C; - o nUmero de ciclos necessarios
para que a amplificacdo se torne detectavel) especificos para o genoma pesquisado
(MACKAY; ARDEN; NITSCHE, 2002).

O software do aparelho de PCR em tempo real utiliza uma linha de base (baseline)
para calcular o limiar (threshold) de ciclo de reacdo de PCR em tempo real (limiar usualmente
é calculado como dez vezes o desvio padrdo do valor da linha de base). A linha de base €
construida automaticamente como sendo o limiar minimo de deteccdo de fluorescéncia do
instrumento, nos estagios iniciais da PCR, quando h& pouca mudanga no sinal fluorescente,
sendo que qualguer sinal abaixo da linha de base é considerado ruido de fundo do
equipamento (MACKAY; ARDEN; NITSCHE, 2002).

Em relacdo a pesquisa de dengue por RT-PCR em tempo real, pode-se utilizar primer
especifico para o género Flavivirus, mas a T, deve ser especifica para a espécie DENV, o que
é determinado previamente, em protocolos de padronizacdo das reacdes nas quais se utiliza
cepas padrdes do virus (SANTOS et al., 2008). Para a escolha dos primers, deve-se considerar
uma regido altamente conservada do genoma dos virus DENV, a qual pode ser aquela que fica
localizada na extremidade 5° do genoma viral (POLONI, 2009).
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3 JUSTIFICATIVA

Nos ultimos anos vém ocorrendo no estado de Alagoas surtos e epidemias de dengue,
em numero crescente, a cada ano, e com 0 aumento do nimero de casos graves da doenca.
Para citar somente 0 ano da maior epidemia, em 2012, os 102 municipios alagoanos
notificaram 33.629 casos suspeitos de dengue, sendo registrados 552 casos suspeitos da forma
grave da doenca (ESTADO DE ALAGOAS, 2013). Apesar dos dados alarmantes, o
diagnostico laboratorial das infecges por DENV no estado ainda néo é realizado em nimero
equivalente a quantidade de casos da doenca. Muitos dos casos suspeitos notificados recebem
apenas o diagnostico clinico e epidemioldgico de dengue, ndo possibilitando a confirmacéo

etioldgica da doenca nem muito menos o sorotipo viral envolvido.

Analises moleculares sobre os virus dengue circulantes sdo importantes, na medida em
gue permitem o conhecimento do perfil epidemiologico para esta enfermidade em cada
regido, detectando sorotipos e genotipos mais frequentes, verificando precocemente a
introducdo de um novo sorotipo, e ainda, na tentativa de se encontrar fatores progndsticos,

numa possivel associacdo de sorotipo e gravidade da doenca.

Desse modo, este trabalho visou contribuir para o diagnéstico etiolégico dos casos de
dengue em Macei0, e para a definicdo dos sorotipos circulantes no municipio. Tais dados sdo

de relevancia para a melhor compreensédo da epidemiologia da dengue na regido.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

e Detectar e identificar o0 genoma do virus dengue em pacientes com a suspeita clinica
da doenga, atendidos em Maceid/AL, por meio de técnicas de RT-PCR e comparar 0

desempenho das mesmas.

4.2 Objetivos Especificos

e Investigar a presenca de genoma de virus dengue em amostras séricas humanas
coletadas de pacientes com suspeita clinica, pelas técnicas de: One-step RT-PCR em
tempo real, multiplex semi-nested-PCR e nested-PCR.

e Determinar os sorotipos de dengue detectados nas amostras incluidas no estudo.

e Comparar a frequéncia de positividade das amostras obtida pelos métodos de
multiplex semi-nested-PCR, nested-PCR e One-step RT-PCR na detec¢do de genoma
de dengue e comparar a sensibilidade do limite de deteccdo dos métodos de RT-PCR
convencional utilizados.

e Quantificar a carga viral nas amostras positivas na técnica em tempo real.
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5 METODOLOGIA

O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do
CESMAC (Centro de Estudos Superiores de Maceid) sob protocolo n® 1384/2012 (Anexo A).

Este estudo € do tipo investigacdo analitico-descritiva, transversal e observacional, de
cunho epidemioldgico.

5.1 Populacéo de estudo

Os pacientes incluidos no estudo, de cujas amostras sanguineas foram obtidas, foram
recrutados no periodo de agosto de 2012 a abril de 2014, nas seguintes unidades de saude de
Macei6: no Hospital Escola Dr. Hélvio Auto (HEHA), no PAM Bebedouro e no Hospital
UNIMED. Algumas amostras foram também colhidas de pacientes que foram visitados em
seus domicilios. Individuos de ambos os sexos, sem exclusdo por faixa etaria e que

apresentaram quadro clinico compativel com dengue foram incluidos na pesquisa.

Para a maioria dos pacientes foram utilizados os critérios preconizados pelo Ministério
da Saude para se considerar um paciente com suspeita de dengue (apresentados na Tabela 1
do item 2.5). Resumidamente, foram 0s seguintes: pacientes que apresentaram doenca febril
aguda, com duragdo maxima de sete dias, acompanhada de pelo menos dois dos sinais ou
sintomas como: cefaleia, dor retro-orbitaria, mialgia, artralgia, prostracdo ou exantema,
associados ou ndo a presenca de sangramentos ou hemorragias (BRASIL, 2014c). As
informagdes sobre a data de inicio dos sintomas nos pacientes foram obtidas através de
entrevistas e/ou prontuarios. Excepcionalmente, contudo, amostras de alguns pacientes com
0s critérios clinicos acima descritos, mas que se encontravam ja além do sétimo dia de doenca

tiveram também suas amostras coletadas e incluidas no estudo.

Apos a explicacdo sobre o trabalho e a assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) (Apéndice A) pelo paciente, realizou-se coleta de 5 mL de sangue, em
tubo sem anticoagulante. No caso dos pacientes menores de idade, a autorizacdo atraves do
TCLE ocorreu através da assinatura do seu responsavel. Como critério de exclusdo adotado
foi a néo assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.
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As amostras de sangue foram centrifugadas a 2000 rpm por 10 minutos para obtencao
dos soros. Os mesmos foram aliquotados e estocados a -80 °C ou em nitrogénio liquido, para

0 USO posterior.

5.2 Virus

As cepas do DENV utilizadas como controles positivos neste trabalho foram obtidas
da viroteca do Laboratério de Virologia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo
Preto (FCFRP-USP), da Universidade de S&o Paulo. As mesmas foram cultivadas in vitro em
células C6/36 de Aedes albopictus e células VERO E6 de Cercopithecus aethiops (rim de
macaco verde africano) para producdo de estoques virais, no Laboratério de Virologia da
FCFRP-USP e no LAPEVI/ICBS/UFAL (Laboratério de Pesquisas em Virologia e
Imunologia). Os isolados virais foram recolhidos do sobrenadante celular apds 7 dias de
infeccdo, e as aliquotas foram divididas e estocadas em nitrogénio liquido e em freezer -80 °C.
As cepas virais utilizadas foram as seguintes: DENV-1 cepa MOCHIZUCKI, com titulo de
6,75 x 10° PFU/mL; DENV-2 cepa NGC, com titulo de 7,5 x 10° PFU/mL; DENV-3 cepas
BR/SL3/02, com titulo de 1,6 x 10° PFU/mL e H87 (titulo ainda ndo determinado); DENV-4
cepa H241 com titulo de 1,625 x 10" PFU/mL.

5.3 Extracédo do RNA viral

A extracdo dos RNAs virais a partir das amostras de soro (150 uL) e das aliquotas de
controle positivo (isolados virais) e negativo (soro sabidamente ndo reagente ou agua ultra
pura), foi realizada utilizando o kit comercial NucleoSpin® RNA Virus (Macherey-Nagel),
seguindo as especificacdes do fabricante. Inicialmente, 600 puL de tampao de lise (RAV 1)
foram adicionados a 150 pL. de soro. Apds a homogeneizagdo em vortex, a mistura foi
incubada por 5 minutos a 70 °C. Posteriormente a esta etapa de lise foram adicionados 600 L
de etanol absoluto e o material foi para o vortex por 15 segundos. A amostra lisada foi
transferida para a coluna de membrana de silica e submetida a uma centrifugacdo de 8.000 x g
por 1 minuto. Foi realizada uma lavagem da coluna com 500 uL do tampdo RAW com

centrifugacdo de 8.000 x g por 1 minuto. Apds esta etapa, foram realizadas duas lavagens
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subsequentes da coluna com 600 uL de RAV 3 com centrifugacéo de 8.000 x g por 1 minuto e
com 200 puL de RAV 3 com centrifugacdo de 11.000 x g por 5 minutos, respectivamente.
Finalizadas as lavagens, o RNA que ficou ligado a membrana de silica foi eluido da coluna
por meio da adicdo de 50 pL de 4gua RNase free, com uma incubac¢do de 2 minutos e com
uma centrifugagdo de 11.000 x g por 1 minuto. Em seguida, o RNA foi estocado a -80 °C,
para posterior utilizagdo nas reagdes de PCR.

5.4 One-step RT-PCR em tempo real

Para a implantacdo da técnica de One-step RT-PCR em tempo real no LAPEVI-
ICBS/UFAL, utilizou-se, inicialmente, controles positivos que eram RNAs purificados
extraidos de DENV-2, cultivado em células (cepa viral NGC, em células C6/36). Como
controle negativo foi utilizado RNA extraido de soro de individuo saudavel (amostra
sabidamente negativa para dengue). A implantacdo da técnica foi realizada através de uma
reacdo utilizando controle positivo e controle negativo em duplicata. Com o sucesso da
reacao, posteriormente, testou-se neste protocolo também os controles positivos dos outros
trés sorotipos de DENV, sendo: cepas BR/SL3/02 (em células C6/36) e H87 (em células
VERO EG6) de DENV-3; cepa MOCHIZUCKI de DENV-1 (em células C6/36); e H241 de
DENV-4 (em células C6/36). Para execu¢do dos testes utilizando as amostras séricas, uma
destas cepas controle foi utilizada, tendo sido escolhidas ao acaso para cada rodada de

amostras.

A figura 4 mostra a curva de amplificacdo da duplicata dos controles positivo e 0
controle negativo, com seus respectivos Cis, da reacdo de implantacdo da técnica de One-step
RT-PCR em tempo real. Ja a temperatura de dissociacdo dos controles positivos (genoma de
DENV-2 cepa NGC) ¢ ilustrada na figura 5.
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Figura 4 — Curva de amplificacdo do controle positivo em duplicata. Apresentaram Controle positivo
1 C,de 27.979 e T,, de 78.126; Controle positivo 2 C, de 31.182 e T,, de 78.127; Controle negativo 1
indeterminado e T, de 78.425; Controle negativo 2 com C; indeterminado e T, de 80.962. A linha azul
representa o limiar (threshold).
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Figura 5 — Curva de dissociagdo dos controles positivos para DENV, mostrando a T, de 78,13,
conforme o esperado para genomas de dengue.
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Em relacdo a aplicacdo da técnica para as amostras sericas, nas reacdes de

amplificacdo foram utilizados como controles positivos RNA de qualquer sorotipo viral, com

primers especificos para a regido da extremidade 5 ndo codificadora do genoma viral, que é

altamente conservada em todos os sorotipos de dengue. Como controle negativo, empregou-se

agua ultrapura ou uma amostra doada de individuo saudavel (amostra sabidamente negativa
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para dengue) coletada de um voluntario do laboratrio. As amostras que se mostraram
positivas foram repetidas em uma segunda reagéo, para a confirmagéo da positividade.

Os primers utilizados nas reacdes de One-step RT-PCR em tempo real foram o0s
seguintes: RNC5’-S, com a sequéncia (5’-3’) 5 UTR-S AGT TGT TAG TCT ACG TGG
ACC GA; e RNC5’-C, com a sequéncia 5 UTR-C CGC GTT TCA GCA TAT TGA AAG, o0s
quais amplificam um fragmento de 120 pares de base (pb) da regido ndo codificadora do
genoma viral (AQUINO et al., 2006; SANTOS et al., 2008).

Para a reacdo de amplificacdo do genoma viral utilizou-se um kit comercial Super
Script 111 Platinum SYBR Green One Step qRT-PCR (Invitrogen®, USA) em volume final de
25 pL. Foi preparado uma mix com todos 0s reagentes e depois se acrescentou as amostras.
Em cada tubo de reacdo continha 12,5 uL do SYBR Green, 0,5 uL da enzima Super Script 111
Platinum, 1 puL do primer RNC5" S (10 uM), 1 uL do primer RNC5” C (10 uM), e 10 uL de
RNA de cada amostra. Ap6s isso, as mix com as amostras foram colocadas no aparelho
Applied Biosystems StepOnePlus™ Real-Time PCR Systems. Neste aparelho, as amostras
passaram pelas seguintes etapas: 50 °C por 20 minutos, para a transcri¢do reversa, seguida de
95 °C por 5 minutos, para a desnaturacdo das duplas fitas. A PCR ocorreu em 45 ciclos de 95
°C por 15 segundos, 60 °C por 40 segundos, 72 °C por 30 segundos. A construcao da curva de
dissociagdo ocorreu a 95 °C por 15 segundos, 60 °C por 1 minuto, 95 °C por 15 segundos. A
analise da curva de dissociacéo foi realizada através do software v2.1 do aparelho.

A analise do ciclo limiar (C,) foi realizada individualmente para cada amostra, pois ela
varia para cada paciente. O limiar foi estabelecido para cada amostra com base na deteccao de
amplificagdo das amostras e dos controles. O limiar foi ajustado manualmente, com base no

mesmo ter que estar na metade da curva de amplificagdo das amostras que foram positivas.

5.4.1 Quantificacdo da carga viral das amostras séricas

Para a quantificacdo da carga viral das amostras séricas, utilizou-se uma férmula
obtida atraveés da construcdo de uma curva padrdo que foi realizada no Laboratério de
Virologia da FCFRP-USP. Para a construcdo desta curva, foi utilizado: RNA do virus
DENV-3, cepa D3BR/RP1/2003, obtido por transfeccdo in vitro (Apéndice B)(AQUINO et
al., 2006) e quantificado por espectrofotometria em aparelho NanoDrop®. A curva foi obtida
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apos a diluicdo decimal do RNA viral, com posterior quantificacdo pela técnica de RT-PCR

em tempo real. Esta curva gerou uma equacdo da reta, a qual possibilita o calculo da carga

viral da amostra clinica a partir do C; desta amostra (obtido em RT-PCR em tempo real). Para

a quantificacdo das amostras em Codpias de RNA/mL, obteve-se a equacdo y= -0,2492x +

10,531, onde “y" é o log da concentracdo e "x" é o C; encontrado pelo One-step RT-PCR em

tempo real. A quantificagdo da carga viral das amostras séricas foi realizada com base nos Cis

obtidos nas reacGes de One-step RT-PCR em tempo real, os quais foram substituidos na

férmula supra citada.

5.5 RT-PCR convencional e semi nested-PCR com primers para a regido génica C e prM

Para a RT-PCR convencional foram utilizados os primers descritos por Lanciotti et al.

(1992) (Tabela 2), e protocolo foi adaptado conforme descrito abaixo (Figura 6). Na etapa de

transcricdo reversa (RT), inicialmente, utilizou-se o primer original do artigo e posteriormente

usou-se 0s primers randémicos.

Tabela 2- Primers utilizados para amplifica¢do e sorotipagem do virus da dengue.

Primer Sequéncia Posicéo Tamanho
no do amplicon

genoma (pb)
Primeira etapa

D1 (sense) 5- TCAATATGCTGAAACGCGCGAGAAACCG -3~ 134-161 511

D2 (antissense) 5-TTGCACCAACAGTCAATGTCTTCAGGTTC-3" 616-644

Segunda etapa

D1 + TS1(antissense) 5- CGTCTCAGTGATCCGGGGG - 3° 568-586 482

D1 + TS2 (antissense) 5- CGCCACAAGGGCCATGAACAG - 3 232-252 119

D1 + TS3 (antissense) 5- TAACATCATCATGAGACAGAGC - 3 400-421 290

D1 + TS4(antissense) 5-CTCTGTTGTCTTAAACAAGAGA - 3 506-527 392

Fonte: Adaptado de Lanciotti et al. (1992).

Para a reacdo da transcricdo reversa (RT), com um volume final de 20 uL, foram
utilizados: 4 pL de tampédo 5x [250 mM Tris-HCI (pH 8.3) 375 mM KCI; 15 mM MgCl;]; 1,4
uL de DTT (0,1 M); 1,0 uL de dNTP (10 mM); 1,0 uL de random primer (50 ng/ uL;
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Invitrogen®); 1,0 uL de inibidor de RNAse (40 U/ uL); 2,6 uL de 4gua DEPC; 1,0 uL de
enzima RT M-MLV (200 U/ pL) (Invitrogen®); 8,0 uL de amostra (RNA). A ciclagem
utilizada foi a seguinte: 25 °C por 10 minutos; 37 °C por 2 horas; 85 °C por 5 minutos; 4 °C

0,

Figura 6 — Esquema das reacdes de RT-PCR seguida de semi-nested-PCR.
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Para a PCR, em um volume final de 50 pL, foram utilizados: 5,0 pL de tampéo 10x;
2,0 uL de MgCl; (50 mM); 1,0 uL de dNTP (10 mM); 1,0 uL de primer D1 (15 uM); 1,0 uL
de primer D2 (15 uM); 34,7 uL de agua DEPC ou ultrapura; 0,3 uL de enzima Taq (5 U/ uL;
Invitrogen®); 5,0 uL de amostra (cDNA). A reacdo de amplificacdo foi submetida a seguinte
programacéo: 1 ciclo de 94 °C por 2 minutos; 40 ciclos de 94 °C por 20 segundos, 55 °C por
45 segundos, 72 °C por 1 minuto; 1 ciclo de 72 °C por 1 minuto; 4 °C . Os amplicons foram

armazenados a -20 °C ou analisados imediatamente.

Para a semi nested-RT-PCR, em um volume final de 50 uL, foram utilizados: 5,0 pL
de tampéo 10x; 2,0 uL de MgCl, (50 mM); 2,0 uL de dNTP (10 mM); 1,0 uL de primer D1
(15 uM); 1,0 uL de primer TS1 (15 uM); 1,0 uL de primer TS2 (15 uM); 1,0 uL de primer
TS3 (15 uM); 1,0 uL de primer TS4 (15 uM); 30,7 uL de 4gua DEPC/ultrapura; 0,3 uL de
enzima Taq (5 U/ uL); 5,0 uL. de amostra (amplicon). A ciclagem foi a seguinte: 20 ciclos de
94 °C por 20 segundos, 55 °C por 45 segundos, 72 °C por 1 minuto; 1 ciclo de 72 °C por 1

minuto; 4 °C co.

Com os amplicons da PCR e da semi nested-RT-PCR foi realizada eletroforese com
gel de agarose a 2,0 % em tampdo TBE 0,5X. Em cada gel foi adicionado um marcador de

peso molecular de 100 pb (Invitrogen®). O gel foi corado com brometo de etidio a 1,5
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pug/mL. Posteriormente, o mesmo foi visualizado em transiluminador com luz ultravioleta

(ECX-20.M) e documentado utilizando o equipamento (Doc-Print 11, Vilber Lourmat).

5.6 RT-PCR convencional e multiplex-semi-nested com primers para a regido génica NS5

As amostras foram também testadas por um segundo tipo de protocolo de reacdo, por
RT-PCR convencional utilizando os primers e o protocolo descritos por Bronzoni et al.
(2005) (Tabela 3), com ligeiras modifica¢bes. Os primers FG1 e FG2 sdo especificos para o
género Flavivirus, ao passo que os demais primers sdo espécie-especificos. Para 0s virus
DENV-1, DENV-2 e DENV-3 a reacao de semi nested é também uma reacdo multiplex (M-N-
PCR), na qual todos os primers sdo combinados em um dnico tubo. Para o virus DENV-4, no
entanto, uma reacdo de semi nested € realizada em tubo contendo apenas os primers FG1 e
nDEN-4 (Figura 7).

Tabela 3 — Primers utilizados para amplificacdo e sorotipagem do virus da dengue.

Primer Sequéncia Tamanho do
amplicon (pb)

Primeira etapa

FG1(sense) 5- TCAAGGAACTCCACACATGAGATGTACT -3 958
FG2 (antissense) 5-GTGTCCCATCCTGCTGTGTCATCAGCATACA -3’
Segunda etapa
FG1 + nDENL1 (antissense) 5-CGTTTTGCTCTTGTGTGCGC - 3’ 472
FG1 + nDEN2 (antissense) 5- GAACCAGTTTGTTTDRTTTCATAGCTGCC - 3 316
FG1 + nDENS (antissense) 5~ TTCCTCGTCCTCAACAGCAGCTCTCGCACT -3’ 659
FG1 + nDEN4 (antissense) 5- GCAATCGCTGAAGCCTTCTCCC - 3° 222

Fonte: Bronzoni et al. (2005); adaptado de Poloni, 2009.

Para a reacdo da transcricdo reversa (RT), com um volume final de 20 uL, foram
utilizados: 4 pL de tampao 5x [250 mM Tris-HCI (pH 8.3) 375 mM KCI; 15 mM MgCl;]; 1,0
uL de DTT (0,1 M); 1,0 uL de dNTP (10 mM); 1,0 uL de primer FG1 (15 uM); 1,0 uL de
primer FG2 (15 uM); 1,0 uL de inibidor de RNAse (40 U/ uL); 2,5 uL de agua DEPC; 0,5 uL
de enzima Super script 111 (200 U/ uL; Invitrogen®); 8,0 uLL de amostra (RNA). A ciclagem
utilizada foi a seguinte: 25 °C por 5 minutos; 50 °C por 50 minutos; 85 °C por 5 minutos; 4 °C

0,
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Figura 7 — Esquema das reagGes de RT-PCR seguida de multiplex semi-nested-PCR.
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Para a PCR género-especifica, em um volume final de 50 pL, foram utilizados: 5 puL
de tampéo 10x; 1,5 uL de MgCl, (50 mM); 1,0 uL de dNTP (10 mM); 1,0 uL de primer FG1
(15 uM); 33,3 uL de agua DEPC; 0,3 uL de enzima Taq Platinum (5 U/ uL; Invitrogen®); 8,0
uL de amostra (cDNA). A reacdo de amplificacdo foi submetida a seguinte programacéo: 1
ciclo de 94 °C por 1 minuto; 30 ciclos de 94 °C por 1 minuto, 53 °C por 1 minuto, 72 °C por 2
minutos; 1 ciclo de 72 °C por 5 minutos; 4 °C <. Os amplicons foram armazenados a -20 °C

ou analisados imediatamente.

Para a M-N-PCR de deteccdo dos DENV-1,-2,-3, em um volume final de 50 pL, foram
utilizados: 5,0 uL de tampéo 10x; 1,5 uL de MgCl, (50 mM); 1,0 uL de dNTP (10 mM); 1,0
uL de primer nDENL1 (15 pM); 1,0 uL de primer nDEN 2 (15 uM); 1,0 uL de primer nDEN 3
(15 uM); 38,3 uL de &gua DEPC; 0,2 uL de enzima Taq Platinum (5 U/ uL; Invitrogen®); 1,0
uL de amostra (amplicon). A ciclagem foi a seguinte: 25 ciclos de 94 °C por 1 minuto, 53 °C

por 1 minuto, 72 °C por 2 minutos; 1 ciclo de 72 °C por 5 minuto; 4 °C oo.

Para a semi nested-RT-PCR de detec¢do de DENV-4, em um volume final de 50 L,
foram utilizados: 5,0 uL de tampéo 10x; 1,5 uL de MgCl, (50 mM); 1,0 uL de dNTP (10
mM); 1,0 uL de primer FG1 (15 uM); 1,0 uL de primer nDEN 4 (15 uM); 39,3 uL de agua
DEPC; 0,2 uL de enzima Taq Platinum (5 U/ uL; Invitrogen®); 1,0 pul de amostra
(amplicon). A ciclagem foi a seguinte: 25 ciclos de 94 °C por 1 minuto, 53 °C por 1 minuto,
72 °C por 2 minutos; 1 ciclo de 72 °C por 5 minuto; 4 °C .

Com os amplicons da PCR género-especifica, M-N- e semi nested-RT-PCR foi

realizada uma eletroforese com gel de agarose a 1,5 %, 1,8 % e 1,8 %, respectivamente, em
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tampdo TBE 0,5x. O gel foi corado com brometo de etidio (1,5 ug/mL). Posteriormente, 0
mesmo foi visualizado em transiluminador com luz ultravioleta (ECX-20.M) e documentado

utilizando o equipamento (Doc-Print 11, Vilber Lourmat).

5.7 Avaliacao da sensibilidade do limite de deteccédo da técnica de RT-PCR segundo 0s
protocolos de Lanciotti et al. (1992) e Bronzoni et al. (2005)

Para a avaliacdo da sensibilidade da técnica de RT-PCR segundo os protocolos de
Lanciotti et al. (1992) e Bronzoni et al. (2005) foi utilizado estoque de virus DENV-2 cepa
NGC cultivado em células VERO E6, em titulo de 3,7 X 10* PFU/mL. Uma aliquota de
200uL do sobrenadante de cultura celular deste estoque viral foi utilizada para a extracdo do
RNA. O RNA total extraido foi entdo submetido a diluicBes decimais seriadas. As reacdes
foram realizadas com as diluicdes de 1:100 (102) até 1:1000000000 (10°) e posteriormente
submetidas a RT, PCR, multiplex semi nested PCR e semi nested PCR de acordo com o

protocolo de cada autor conforme descrito.

5.8 Analise dos dados

Os dados coletados foram organizados em tabelas e analisados de modo descritivo,
através da frequéncia (porcentagem) no Microsoft Excel 2007. As analises de comparagéo
entre 0s resultados positivos / negativos dos métodos tempo real versus RT-PCR
convencional foram realizadas pelo teste exato de Fisher. As analises estatisticas foram
realizadas com o software GraphPad Instat (EUA). Para estes testes, a hipdtese de nulidade
foi rejeitada, quando a possibilidade de ocorréncia casual das diferencas observadas néo
excedeu 5 % (p<0,05).
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Neste trabalho foram incluidos 55 individuos com suspeita clinica de dengue,

atendidos em unidades de saude de Macei0, cujas coletas sanguineas foram realizadas em:
Hospital Escola Dr. Hélvio Auto (n=18), Hospital UNIMED (n=3) e PAM Bebedouro (n=30),
além de quatro coletas domiciliares (Tabela 4). A inclusdo dos pacientes no estudo foi

realizada no periodo de agosto de 2012 a abril de 2014.

Tabela 4 — Amostras séricas incluidas no estudo, segundo intervalo de tempo entre coleta e inicio da
doenca, local da coleta e procedéncia dos pacientes.

Intervalo de
Cddigo do tempo entre Local da Procedéncia
N LAPEVI coleta e inicio Data da coleta coleta do individuo
dos sintomas

1 102H 7 dias 29/08/2012 UNIMED Maceid-AL

2 103H 6 dias 29/08/2012 UNIMED Maceid-AL

3 104H 9 dias 29/08/2012 UNIMED Maceid-AL

4 105H 3 dias 08/11/2012 PAM Maceid-AL
Bebedouro

5 106H 2 dias 08/11/2012 PAM Maceié-AL
Bebedouro

6 107H 4 dias 08/11/2012 PAM Maceié-AL
Bebedouro

7 108H 1 dias 08/11/2012 PAM Maceié-AL
Bebedouro

8 109H 3 dias 08/11/2012 PAM Macei6-AL
Bebedouro

9 110H 6 dias 08/11/2012 PAM Macei6-AL
Bebedouro

10 111H 2 dias 08/11/2012 PAM Maceié-AL
Bebedouro

11 112H 09/11/2012 PAM Maceio-AL
E— Bebedouro

12 113H 2 dias 12/11/2012 PAM Maceio-AL
Bebedouro

13 114H 12/11/2012 PAM Macei6-AL
E— Bebedouro

14 115H 12/11/2012 PAM Macei6-AL
E— Bebedouro

15 116H 2 dias 14/11/2012 PAM Maceid-AL
Bebedouro

16 117H 14/11/2012 PAM Maceid-AL

Bebedouro
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Continuacdo da Tabela 4 — Amostras séricas incluidas no estudo, segundo intervalo de tempo entre
coleta e inicio da doenca, local da coleta e procedéncia dos pacientes.

Intervalo de

N Cadigo do tempo entre Data da coleta Local da Procedéncia
LAPEVI coleta e inicio coleta do individuo
dos sintomas
17 118H 3 dias 15/11/2012 PAM Maceid-AL
Bebedouro
18 119H 17/11/2012 PAM Maceié-AL
E— Bebedouro
19 120H 3 dias 17/11/2012 PAM
Bebedouro —
20 121H 15/11/2012 PAM Maceid-AL
E— Bebedouro
21 122H 17/11/2012 PAM Maceid-AL
E— Bebedouro
22 124H 3 dias 17/11/2012 PAM
Bebedouro —
23 125H 19/11/2012 PAM Maceié-AL
E— Bebedouro
24 126H 19/11/2012 PAM Maceio-AL
E— Bebedouro
25 127H 7 dias 22/11/2012 PAM Maceid-AL
Bebedouro
26 128H 3 dias 22/11/2012 PAM Maceid-AL
Bebedouro
27 129H 4 dias 22/11/2012 PAM Maceid-AL
Bebedouro
28 130H 12 dias 22/11/2012 PAM Maceio-AL
Bebedouro
29 131H 4 dias 17/12/2012 PAM Maceio-AL
Bebedouro
30 132H 3 dias 29/01/2013 HEHA Maceid-AL
31 133H 3 dias 02/04/2013 Domicilio Maceio-AL
Matriz do
32 134H 6 dias 15/04/2013 HEHA Camaragibe-
AL
33 135H 3 dias 18/04/2013 PAM Maceid-AL
Bebedouro
34 136H 7 dias 18/04/2013 PAM Maceid-AL
Bebedouro
35 137H 3 dias 18/04/2013 PAM Macei6-AL
Bebedouro
36 138H 5 dias 25/04/2013 PAM Macei6-AL
Bebedouro
37 139H 5 dias 15/08/2013 Domicilio Maceid-AL
38 140H 3 dias 19/08/2013 Domicilio Macei6-AL
39 141H 9 dias 03/10/2013 Domicilio Macei6-AL
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Continuacgéo da Tabela 4 — Amostras séricas incluidas no estudo, segundo intervalo de tempo entre
coleta e inicio da doenca, local da coleta e procedéncia dos pacientes.

Intervalo de

N Cadigo do tempo entre Data da coleta Local da Procedéncia
LAPEVI coleta e inicio coleta do individuo
dos sintomas
40 142H 4 dias 13/12/2013 HEHA Marechal
Deodoro-AL
41 143H 6 dias 16/12/2013 HEHA Macei6-AL
. Limoeiro de
42 144H 8 dias 18/12/2013 HEHA peiY
43 150H 7 dias 13/01/2014 HEHA Macei6-AL
44 151H 3 dias 21/01/2014 HEHA Femaz\l_/e'ho'
45 152H 3 dias 20/01/2014 HEHA Macei6-AL
Barra de
46 153H 03/02/2014 HEHA Camiig'be'
47 154H 4 dias 03/02/2014 HEHA Pilar-AL
48 155H 7 dias 05/02/2014 HEHA Macei6-AL
49 156H 4 dias 06/02/2014 HEHA Macei6-AL
50 157H 20/02/2014 HEHA
51 158H 2 dias 10/03/2014 HEHA Macei6-AL
52 159H 11/03/2014 HEHA .
53 160H 3 dias 11/03/2014 HEHA Macei6-AL
54 161H 4 dias 11/03/2014 HEHA Macei6-AL
55 162H 5 dias 10/03/2014 HEHA Camp;ﬁ'egre'

NOTA: ___ *: Pacientes sem prontuérios ou sem registro.

6.1 Aplicacdo do One-step RT-PCR em tempo real para detec¢do de genomas de DENV

em amostras séricas humanas

Foram realizadas 15 rodadas de reagGes por RT-PCR em tempo real para o

processamento das amostras séricas, nas quais observou-se variacdo de C; e T, para 0S

controles positivos utilizados em cada reacdo. A tabela 5 mostra os valores obtidos com os

controles positivos de todos os sorotipos de DENV. O valor minimo e o valor maximo
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(amplitude) obtidos de C; foram de 15.566 e 31.356, respectivamente. Considerando-se todas
as 15 rodadas de reacdo realizadas, cada uma delas com um controle positivo, valor médio de
C, foi de 23.432, e a mediana foi de 22.379. O desvio padrdo foi de 5,243. Ja em relacdo a
amplitude das Ty, obtidas, o valor minimo e o valor maximo obtidos de T, foram de 78.126 e
80.082, respectivamente. Considerando-se todas as rodadas de reacOes realizadas, o valor
médio de T, foi de 79.480 e a mediana foi de 79.483. O desvio padrao foi de 0,618.

Tabela 5 — Variacdo nos valores de C; e T, obtidos com os controles positivos para os diferentes
sorotipos de virus Dengue, em 15 reacGes de One-step RT-PCR em tempo real realizadas.

ISOLADO SOROTIPO VARIACAO DO Ct VARIACAO DO Tm
MOCHIZUCKI DENV-1 26.699 - 30.808 79.633 - 80.081
NGC DENV-2 15.566 - 31.356 78.126 - 78.127
BR/SL3/02 DENV-3 17.903 - 18.856 79.772 - 80.082
H87 DENV-3 23.954 78.74

H241 DENV-4 18.695 - 23.764 79.333 - 79.483

Foram testadas por este protocolo as 55 amostras de soro coletadas de pacientes com a
suspeita clinica de dengue, cujos valores obtidos para C; e T, sdo mostrados na Tabela 6. Das 55
amostras, 13 (23,64%) foram consideradas positivas pelo One-step RT-PCR em tempo real
(Tabela 7). As amostras que se mostraram positivas foram repetidas em uma segunda reagéo
(contraprova), para a confirmagdo da positividade. Dentre as amostras positivas, o maior C;
foi 39.975 e 0 menor 16.608; a T, variou entre 77.248 e 81.71 (Tabela 7). As figuras 8 e 9
ilustram o C; e a T, da amostra 110H que foi considerada positiva, como representativa das
reacOes. Para se considerar positiva a amostra, o ponto de corte da Tm foi no intervalo de 77 a
81.
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Tabela 6 — Resultado das anélises de amplificacdo nas amostras séricas provenientes de pacientes com
suspeita clinica de dengue incluidas no estudo apds reagdes de One-step RT-PCR em tempo real,
mostrando em destaque as 13 amostras positivas.

o 12 Detecgao Contraprova**
v et "PoR tempo.
Ct* Tm Ct m el P
1 102H X 79.474 Negativo
2 103H 30.127 78.136 32.096 79.335 Positivo
3 104H X 76.652 Negativo
4 105H X 93.21 Negativo
5 106H 32.006 80.085 29.904 80.239 Positivo
6 107H X 74.117 Negativo
7 108H X 65.026 Negativo
8 109H 35.885 81.422 36.449 79.187 Positivo
9 110H 29.222 77.248 35.673 81.71 Positivo
10 111H X 87.686 Negativo
11 112H 21.346 78.886 25.790 79.333 Positivo
12 113H 44.824 69.62 Negativo
13 114H X 80.528 Negativo
14 115H 29.946 79.175 28.991 79.324 Positivo
15 116H 25.215 77.249 20.482 77.687 Positivo
16 117H 35.887 80.974 31.911 81.116 Positivo
17 118H 34.280 81.423 32.205 80.521 Positivo
18 119H X 73.055 Negativo
19 120H X 71.709 Negativo
20 121H X 66.51 Negativo
21 122H X 67.532 Negativo
22 124H 39.975 80.676 34.493 80.37 Positivo
23 125H 40.985 71.728 Negativo
24 126H X 66.361 Negativo
25 127H X 92.604 Negativo
26 128H X 84.106 Negativo
27 129H X 88.435 Negativo
28 130H X 80.678 Negativo
29 131H X 81.27 Negativo
30 132H 38.593 81.12 36.560 84.848 Negativo
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Continuagdo da Tabela 6 — Resultado das analises de amplificacdo nas amostras séricas provenientes
de pacientes com suspeita clinica de dengue incluidas no estudo ap6s reagdes de One-step RT-PCR em
tempo real, mostrando em destaque as 13 amostras positivas.

o 12 Detecgao Contraprova**
v et "PoR tempo.
Ct* Tm Ct m el P
31 133H X 65.314 Negativo
32 134H X 71.131 Negativo
33 135H 12.924 72.919 Negativo
34 136H 35.314 73.381 Negativo
35 137H X 77.699 Negativo
36 138H X 66.068 Negativo
37 139H X 87.686 Negativo
38 140H X 76.801 Negativo
39 141H 27.967 65.765 Negativo
40 142H X 77.098 Negativo
41 143H X 78.736 Negativo
42 144H X 88.88 Negativo
43 150H X 92.006 Negativo
44 151H X 74.564 Negativo
45 152H X 79.486 Negativo
46 153H X 61.445 Negativo
47 154H X 77.401 --- --- Negativo
48 155H X 61.212 Negativo
49 156H 31.117 80.686 31.619 79.19 Positivo
50 157H X 80.08 Negativo
51 158H 16.704 78.744 16.608 78.892 Positivo
52 159H 32.481 79.335 31.683 79.335 Positivo
53 160H X 61.902 Negativo
54 161H X 63.237 Negativo
55 162H 30.936 82.321 X 79.935 Indeterminado

LEGENDA: * X significa C; indeterminado; **as amostras positivas foram repetidas. ***---significa néo

realizado.
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Tabela 7 — Amostras consideradas positivas apés reacdo de contraprova / repeticdo do One-step RT
PCR em tempo real para presenca de genoma viral de DENV e o periodo da coleta sanguinea em
relacdo ao inicio dos sintomas.

12 Deteccéao Contraprova** Intervalo de
N Cédigo do _ tempo entre | Data da coleta
LAPEVI | Ct m Ct Tm | coletaeinicio | daamostra
dos sintomas
1 103H 30.127  78.136 32.096 79.335 6 dias 29/08/2012
2 106H 32.006  80.085 29.904 80.239 2 dias 08/11/2012
3 109H 35.885  81.422 36.449 79.187 3 dias 08/11/2012
4 110H 29.222 77.248 35.673 81.71 6 dias 08/11/2012
5 112H 21.346  78.886 25.790 79.333 - 09/11/2012
6 115H 29.946  79.175 28.991 79.324 _ 12/11/2012
7 116H 25215  77.249 | 20.482  77.687 2 dias 14/11/2012
8 117H 35.887 80.974 31.911 81.116 _ 14/11/2012
9 118H 34.280  81.423 32.205 80.521 3 dias 15/11/2012
10 124H 39.975  80.676 34.493 80.37 3 dias 17/11/2012
11 156H 31.117 80.686 31.619 79.19 4 dias 06/02/2014
12 158H 16.704  78.744 16.608 78.892 2 dias 10/03/2014
13 159H 32481  79.335 31.683 79.335 _ 11/03/2014

NOTA: __*: Pacientes sem prontuarios.

Figura 8 — Amplificacdo da amostra 110H e do controle positivo (CP) (DENV-3, cepa BR/SL3/02) e
o0 controle negativo (CN). Apresentaram CN C; indeterminado e T, de 70.983; 110H C; de 35.314e T,
de 81.27; CP com C, de 18.443 e T,,, de 80.082. A linha azul representa o limiar (threshold).
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Figura 9 — Andlise da curva de dissociagdo (melting) do controle negativo, da amostra 110H e do
controle positivo (DENV-3, cepa BR/SL3/02), mostrando a T, de 81.27 da amostra 110H, conforme o
esperado para genomas de dengue.
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Duas das amostras testadas (125H e 136H) apresentaram C; com valor positivo, porém
com temperaturas de dissociacdo fora do limite considerado especifico para DENV, sendo

assim consideradas negativas para dengue (Figuras 10 e 11, e Tabela 6).

Figura 10 — Amplificacdo das amostras 125H e 136H e do controle positivo (CP) (DENV-3, cepa
BR/SL3/02) e o controle negativo (CN). Apresentaram CN C; indeterminado e T,, de 70.983; 125H C;
40.985 e T, de 71.728; 136H C; de 35.314 e T,, de 73.381; CP com C, de 18.443 e T,, de 80.082. A
linha azul representa o limiar (threshold).
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Figura 11— Andlise da curva de dissociagdo do controle negativo, das amostras 125H e 136H e do
controle positivo para DENV, mostrando a T,, de 80.08 do CP, conforme o esperado para genomas de
dengue.
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6.1.1 Quantificacdo da carga viral das amostras séricas

A quantificacdo da carga viral foi realizada nas 13 amostras positivas por One-step
RT-PCR em tempo real. As amostras foram testadas numa primeira determinacdo e
confirmadas com uma contraprova. Os resultados das médias de carga viral obtidas sdo
ilustradas na tabela 8. Observa-se que a amostra 158H teve uma carga viral alta em

comparacdo as demais amostras.



57

Tabela 8 — Quantificacdo da carga viral por One-step RT-PCR em tempo real em amostras de soro
dos pacientes.

Cadigo Ct(1) Copias de Ct(2) Copias de Média dos Média de
do RNA/mL RNA/mL Cts cépias de
Lapevi RNA/mL

(12 determinagéo) (22 determinacéo

0u contraprova)
103H 30.127 10,5 x 10° 32.096 3,4x10° 32.096 7,0 x 10°
106H 32.006 35x10° 29.904 11,9 x 10° 29.904 7,7 x 10°
109H 35.885 3,8x10* 36.449 2,8 x 10* 36.449 3,3x 10
110H 29.222 177,3 x 10* 35.673 4,3 x10* 35.673 90,8 x 10*
112H 21.346 16,2 x 107 25.790 1,2 x 10’ 25.790 8,7 x 10’
115H 29.946 1,1 x 10° 28.991 2,0 x10° 28.991 1,6 x 10°
116H 25.215 1,7 x 10’ 20.482 26,7 x 10’ 20.482 14,2 x 10’
117H 35.887 3,8x10* 31.911 37,9 x 10* 31.911 20,9 x 10*
118H 34.280 9,7 x 10* 32.205 32,0 x 10* 32.205 20,9x 10*
124H 39.975 3,7x 10° 34.493 86,1 x 10° 34.493 44,9 x 10°
156H 31.117 59 x 10° 31.619 4,5x10° 31.368 52 x10°
158H 16.704 2,3x10° 16.608 25x10° 16.656 2.4 x10°
159H 32.481 2,7 x10° 31.683 4,3x 10° 32.082 35x10°

6.2 Adaptacdo da semi nested-RT-PCR convencional com primers para a regido génica C

e prM

Para a reacdo de transcricdo reversa (RT), descrita por Lanciotti et al. (1992) foi

comparado o desempenho de primers genéricos para dengue (D1 e D2; que amplificam

qualquer dos quatro sorotipos virais) com o de primers randémicos, para escolha daqueles que

resultariam em melhor desempenho na reacdo. Para revelar esta reacdo de RT é necessario ja

realizar a etapa posterior de 12 PCR, com os primes D1 e D2, cujo resultado pode ser

visualizado na figura 12. Na comparacédo entre o0 uso na RT dos primers randémicos versus
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genéricos para dengue, foi obtido melhor desempenho com os primers randémicos (uma
maior intensidade da banda) para todos os sorotipos de DENV testados (-1, -2, -3, e -4).

Assim, padronizou-se a utilizacdo de primers randémicos na etapa de transcricao reversa.

Figura 12 — Eletroforese em gel de agarose a 2,0% do resultado da PCR com primers do Lanciotti et
al. (1992) utilizando primers especificos D1 e D2 (1 a 5) e random primer (6 a 10) na RT. M:
Marcador de 100pb. Linha 1: Controle negativo; linha 2: DENV-1; linha 3: DENV-2; linha 4: DENV-
3; linha 5: DENV-4; linha 6: Controle negativo; linha 7: DENV-1; linha 8: DENV-2; linha 9:
DENV-3; linha 10: DENV-4.

M12 3 435 6 7 8 910

S11pb

Na sequéncia de reacdes do protocolo descrito por Lanciotti et al. (1992) apds a 12
PCR sdo realizadas reagOes de nested-PCR, para determinacdo dos sorotipos de DENV.
Nestas reagdes, no entanto, verificou-se a formacdo de bandas derivadas do excesso de
produto da PCR, quando os amplicons da 1* PCR estavam em grande quantidade (observado
pela espessura da banda na eletroforese) (Figura 13). Foi padronizado, entdo, que quando a 12
PCR resultasse em banda espessa na eletroforese, seria repetida a reagdo, na qual seriam
utilizados os primers da nested (TS1, TS2, TS3, TS4) numa reacdo de 12 PCR. Neste caso, ao
invés de o DNA molde ser o amplicon, seria o proprio cDNA obtido diretamente da RT. Essa

estratégia melhorou a definicdo das bandas no gel (Figura 14).
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Figura 13 — Eletroforese em gel de agarose a 2,0% do resultado da nested PCR com primers do
Lanciotti et al. (1992) utilizando primers especificos (1 a 5) e random primer (6 a 10) na RT. M:
Marcador de 100pb. Linha 1: Controle negativo; linha 2: DENV-1 (482pb); linha 3: DENV-2
(119pb); linha 4: DENV-3 (290pb); linha 5: DENV-4 (392pb); linha 6: Controle negativo; linha 7:
DENV-1 (482pb); linha 8: DENV-2 (4119pb); linha 9: DENV-3 (290pb); linha 10: DENV-4 (392pb).
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Figura 14 — Eletroforese em gel de agarose a 2,0% do resultado da 12 PCR utilizando os primers da
semi-nested PCR do Lanciotti et al. (1992) (TS1, TS2, TS3, TS4). M: Marcador de 100pb. Linha 1:
Controle negativo; linha 2: DENV-1 (482pb); linha 3: DENV-2 (119pb); linha 4: DENV-3 (290pb);
linha 5: DENV-4 (392pb).
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6.3 Adaptacdo da RT-PCR seguido de multiplex-semi-nested com primers para a regiao

génica NS5

O resultado da implantacdo da RT-PCR seguida de multiplex-semi-nested utilizando
os primers de Bronzoni et al. (2005) pode ser visualizado nas figuras 15 e 16, as quais
mostram amplicons de tamanhos esperados, a saber: amplicon de 958pb na reacdo com
primers género-especificos para flavivirus (FG1 e FG2; Figura 15); e amplicons de 472pb
para DENV-1, 316pb para DENV-2, 659pb para DENV-3, e 222pb para DENV-4 (Figura
16).
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Figura 15 — Eletroforese em gel de agarose a 1,5% do resultado da PCR com primers género-
especificos para membros do género Flavivirus (FG1 e FG2), com protocolo adaptado de Bronzoni et
al. (2005). M: Marcador de 100pb. Linha 1: Controle negativo; linha 2: DENV-1; linha 3: DENV-2;
linha 4:DENV-3; linha 5:DENV-4,
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Figura 16 — A: Eletroforese em gel de agarose a 1,8% do resultado da multiplex-semi-nested PCR
com primers sorotipo-especificos para dengue (nDEN1, nDEN2, nDEN3), segundo Bronzoni et al.
(2005). M: Marcador de 100pb. Linha 1: Controle negativo; linha 2: DENV-1 (472pb); linha 3:
DENV-2 (316pb); linha 4: DENV-3 (659pb). B: Resultado semi-nested PCR especifico para DENV-
4 com o primer nDEN 4. M: Marcador de 100pb. Linha 1: Controle negativo; linha 2: Controle
positivo DENV-4 (222pb).
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6.4 Aplicacdo das reagfes de multiplex-semi-nested-RT-PCR convencionais (Lanciotti e

Bronzoni) para detec¢ado de genomas de DENV em amostras séricas humanas

ApoOs a adaptacdo dos protocolos de multiplex semi-nested-RT-PCR (Lanciotti e
Bronzoni) no LAPEVI, os mesmos foram utilizados para testar as amostras séricas dos
pacientes incluidos no estudo. Foram testadas por este protocolo 55 amostras de soro, das
quais, 9 amostras (16,36%) foram consideradas positivas ao levar-se em conta os resultados
das amplificacdes das reacdes segundo Lanciotti e Bronzoni combinados. Porém, do total de

amostras consideradas positivas houve concordancia de resultados em apenas 2 (22,2%;
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amostras 112H e 158H). Ao se considerar isoladamente os resultados das reacdes feitas por
Lanciotti, apenas 6 amostras (10,9%) foram positivas. Pelo protocolo de Bronzoni, 5 amostras

(9,1%) foram positivas conforme mostra a Tabela 9.

Para considerar uma amostra positiva em cada um dos metodos, levou-se em conta
apenas aquelas que tiveram amplicon detectavel apos a reacdo de semi-nested-PCR. Digno de
nota, uma amostra (151H) foi positiva nas 12 PCRs de ambos protocolos (Lanciotti e
Bronzoni) sem, contudo, ter mostrado amplificacdo nas reacfes seguintes de multiplex-semi-
nested-PCR. Os resultados da amplificacdo desta amostra na 12 PCR de Lanciotti e da 12 PCR

de Bronzoni s&o mostrados na figuras 17 e 18, respectivamente.

Tabela 9 — Amostras consideradas positivas apos reagdo de multiplex-semi-nested-PCR para presenca
de genoma viral de DENV, utilizando protocolos com primers propostos por Bronzoni e Lanciotti.

Intervalo de
N Cddigo do Protocplo no(s) qual(:ilis) foi obtido tempo e_ngr_e Data da coleta
LAPEVI amplicon apos reac¢do de nested coleta e inicio da amostra
dos sintomas
1 106H Bronzoni 2 dias 08/11/2012
2 109H Lanciotti 3 dias 08/11/2012
3 112H Lanciotti e Bronzoni L 09/11/2012
4 115H Lanciotti . 12/11/2012
5 116H Lanciotti 2 dias 14/11/2012
6 155H Bronzoni 7 dias 05/02/2014
7 158H Lanciotti e Bronzoni 2 dias 10/03/2014
8 159H Lanciotti . 11/03/2014
9 162H Bronzoni 5 dias 10/03/2014

NOTA: ___ *: Pacientes sem prontuérios ou sem registro.
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Figura 17 - Eletroforese em gel de agarose a 2,0% mostrando a amostra 151H que foi positiva com
primers D1 e D2 de Lanciotti, apresentando amplicon de 511 pb. Linha 1: marcador de 100pb; linha 2:
controle negativo; linha 3: amostra 151H considerada positiva nesta etapa; linhas 4 e 5: amostras
negativas; linha 6: controle positivo DENV-2 (511pb); linha 7: controle positivo DENV-3 (511pb).

511pb
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Figura 18 - Eletroforese em gel de agarose a 1,5% mostrando a amostra 151H que foi positiva com
primer FG1 de Bronzoni, apresentando amplicon de 958 pb. Linha 1: marcador de 100pb; linha 2:
controle negativo; linhas e 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 12 e 13: amostras negativas; linha 11: amostra 151H
considerada positiva nesta etapa; linha 14: controle positivo DENV-2 (511pb); linha 14: controle
positivo DENV-2 (958 pb).

M1 2 345 67 89 1011 1213 14
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Das 9 amostras positivas por RT-PCR convencional (Bronzoni e /ou Lanciotti), 8 delas
(88,9%) apresentaram o sorotipo DENV-4 (Figuras 19 e 20) e 1 apresentou o sorotipo
DENV-3 (11,1%) (Tabela 10).
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Figura 19 — Eletroforese em gel de agarose a 2,0% representativa de amostra positiva para o sorotipo
DENV-4, na reacdo de semi-nested-PCR com primers do Lanciotti et al. (1992). M: Marcador de
100pb. Linha 1: Controle negativo; linha 2: Amostra 109H considerada positiva; linha 3: controle
positivo DENV-4 (392pb).

392pb
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Figura 20 — Eletroforese em gel de agarose a 1,8% representativa de amostra positiva para o sorotipo
DENV-4, na reacdo de semi-nested-PCR com primers de Bronzoni et al. (2005). M: Marcador de
100pb. Linha 1: Controle negativo; linha 2: Amostra 158H considerada positiva; linha 3: Controle
positivo DENV-4 (222pb).
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Tabela 10 — Sorotipos de DENV encontrados nas 9 amostras positivas testadas pelo multiplex-semi-
nested-RT-PCR com primers de Lanciotti, et al. (1992) e de Bronzoni, et al. (2005).

Sorotipo Amostras positivas
DENV-1 0

DENV-2 0

DENV-3 1(11,1%)
DENV-4 8 (88,9%)

NOTA: As percentagens mostradas na tabela foram calculadas em relacdo ao total de amostras
positivas.
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Tomadas em conjunto, as trés técnicas de deteccdo de genoma de DENV executadas no

trabalho resultaram em 15 amostras positivas (27,27%) no total de 55 incluidas no estudo (em

destaque colorido amarelo, verde e azul na Tabela 11). Das 15 amostras em que 0 genoma de
DENYV foi detectado, 13 (86,67%) foram consideradas positivas pelo One-step RT-PCR em

tempo real (Tabela 7).

Tabela 11 — Resultado das andlises de amplificacdo nas amostras séricas provenientes de pacientes
com suspeita clinica de dengue incluidas no estudo apds rea¢des de One-step RT-PCR em tempo real e
de multiplex-semi-nested-RT-PCR convencional, mostrando em destaques coloridos as 15 amostras

positivas para DENV.

- Resultado RT- | Resultado

N Codigo do PCRtempo | RT-PCR
LAPEVI real convencional

1 102H Negativo Negativo
2 103H Positivo Negativo
3 104H Negativo Negativo
4 105H Negativo Negativo
5 106H Positivo DENV-4
6 107H Negativo Negativo
7 108H Negativo Negativo
8 109H Positivo DENV-4
9 110H Positivo Negativo
10 111H Negativo Negativo
11 112H Positivo DENV-4
12 113H Negativo Negativo
13 114H Negativo Negativo
14 115H Positivo DENV-3
15 116H Positivo DENV-4
16 117H Positivo Negativo
17 118H Positivo Negativo
18 119H Negativo Negativo
19 120H Negativo Negativo
20 121H Negativo Negativo
21 122H Negativo Negativo
22 124H Positivo Negativo
23 125H Negativo Negativo
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Continuagdo da Tabela 11 — Resultado das andlises de amplificacdo nas amostras séricas
provenientes de pacientes com suspeita clinica de dengue incluidas no estudo ap6s reacdes de One-
step RT-PCR em tempo real e de multiplex-semi-nested-RT-PCR convencional, mostrando em
destaques coloridos as 15 amostras positivas para DENV.

N Cddigo do Resultado RT- F;:;?gngo
LAPEVI PCR tempo .
real convencional
24 126H Negativo Negativo
25 127H Negativo Negativo
26 128H Negativo Negativo
27 129H Negativo Negativo
28 130H Negativo Negativo
29 131H Negativo Negativo
30 132H Negativo Negativo
31 133H Negativo Negativo
32 134H Negativo Negativo
33 135H Negativo Negativo
34 136H Negativo Negativo
35 137H Negativo Negativo
36 138H Negativo Negativo
37 139H Negativo Negativo
38 140H Negativo Negativo
39 141H Negativo Negativo
40 142H Negativo Negativo
41 143H Negativo Negativo
42 144H Negativo Negativo
43 150H Negativo Negativo
44 151H Negativo Negativo
45 152H Negativo Negativo
46 153H Negativo Negativo
47 154H Negativo Negativo
48 155H Negativo DENV-4
49 156H Positivo Negativo
50 157H Negativo Negativo
51 158H Positivo DENV-4
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Continuagdo da Tabela 11 — Resultado das andlises de amplificacdo nas amostras séricas
provenientes de pacientes com suspeita clinica de dengue incluidas no estudo ap6s reacdes de One-
step RT-PCR em tempo real e de multiplex-semi-nested-RT-PCR convencional, mostrando em
destaques coloridos as 15 amostras positivas para DENV.

N Cddigo do Resultado RT- F\s_lsifggo
LAPEVI PCR tempo .
convencional
real
52 159H Positivo DENV-4
53 160H Negativo Negativo
54 161H Negativo Negativo
55 162H Indeterminado DENV-4

LEGENDA: * X significa C; indeterminado; **as amostras positivas foram repetidas. As amostras destacadas
em amarelo significa que foram positivas apenas pelo método do real-time; as que aparecem em azul foram
positivas apenas pelo método de multiplex semi-nested RT-PCR convencional; e na sobreposi¢do entre as cores
sdo mostradas em verde as amostras que foram positivas em ambos 0s métodos.

6.5 Comparacao entre One-step RT-PCR em tempo real e RT-PCR convencional

Nas 55 amostras do estudo foi possivel realizar a comparacdo dos resultados da
amplificacdo obtidos pelas trés técnicas executadas neste trabalho. A Tabela 11 mostrada
anteriormente ilustra os resultados positivos encontrados no presente trabalho. A comparacao
de resultados (positivo / negativo) entre: 1) One-step RT-PCR em tempo real e 2) multiplex
semi-nested-RT-PCR convencional combinados (Lanciotti + Bronzoni) ou 3) sO Lanciotti
foram analisados estatisticamente (em tabelas de contingéncia 2 x 2, conforme reproduzidas
abaixo), utilizando o teste exato de Fisher, e os resultados obtidos em ambas comparages ( 1
versus 2; e 1 versus 3) mostraram diferencas significativas (p= 0,0002 e p=0,0001,
respectivamente, Tabelas 12 e 13). Porém, quando realizada a comparacdo dos resultados
considerando-se apenas 1) One-step RT-PCR em tempo real e 2) multiplex semi-nested-RT-
PCR convencional Bronzoni, a diferenca entre os métodos ndo se mostrou significante
(p=0,0798; Tabela 14).
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Tabela 12 — Proporg6es entre amostras positivas e negativas obtidas nos testes de One-step RT-PCR
tempo real e nos testes de RT-PCR convencionais combinados (Lanciotti e Bronzoni) para anéalise

estatistica.

One-step RT-PCR tempo

One-step RT-PCR tempo Total (p=0.0002)

real positivo real negative
RT-PCR convencional 7 (12,73%) 2 (3,64%) 9 (16,36%)
positivo
RT-PCR convencional 6 (10,91%) 40 (72,73%) 46 (83,64%)
negativo
Total 13 (23,64%) 42 (76,37%) 55 (100%)

Tabela 13 — Proporg6es entre amostras positivas e negativas obtidas nos testes de One-step RT-PCR
tempo real e nos testes de RT-PCR convencional por Lanciotti para analise estatistica.

One-step RT-PCR em tempo

One-step RT-PCR em tempo  Total (p=0.0001)

real positivo real negativo
RT-PCR convencional 6 (10,91%) 0 (0%) 6 (10,91%)
positivo (Lanciotti)
RT-PCR convencional 7 (12,73%) 42 (76,36%) 49 (89,09%)
negativo (Lanciotti)
Total 13 (23,64%) 42 (76,36%) 55 (100%)

Tabela 14 — Proporg6es entre amostras positivas e negativas obtidas nos testes de One-step RT-PCR
tempo real e nos testes de RT-PCR convencional por Bronzoni para analise estatistica.

One-step RT-PCR tempo
real positivo

One-step RT-PCR tempo
real negative

Total (p=0.0798)

RT-PCR convencional
positivo (Bronzoni)

RT-PCR convencional
negativo (Bronzoni)

Total

3 (5,45%)

10 (18,18%)

13 (23,63%)

2 (3,64%) 5 (9,09%)

40 (72,73%) 50 (90,91%)

42 (76,37%) 55 (100%)
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6.6 Avaliacdo da sensibilidade do limite de deteccdo da técnica de Lanciotti et al. (1992)
e Bronzoni et al. (2005)

A partir do estoque de virus DENV-2 cepa NGC, foi realizado a avaliacdo da
sensibilidade da técnica de Lanciotti et al. (1992) e Bronzoni et al. (2005). As figuras 21 e 22
mostram as eletroforeses dos produtos da PCR (12 etapa de reacdo). Na PCR do Lanciotti
apareceu banda até a diluicdo 10, enquanto que na PCR da Bronzoni apareceu até a diluicéo
10™. Com este resultado, pode-se dizer que a PCR do Lanciotti foi mais sensivel. Os
resultados demonstram os tamanhos de pares de base esperados para a PCR de Lanciotti (511
pb) e para a PCR de Bronzoni (958 pb).

Figura 21 — Eletroforese do produto da PCR do DENV-2, cujo RNA foi submetido a diluicdes
decimais e ao protocolo de Lanciotti, 1992, onde M= marcador de 100 pb; 1= Controle negativo; 2=
RNA diluicdo 107 3= RNA diluicdo 10% 4= RNA diluicdo 10 5= RNA diluicd010®; 6= RNA
diluicdo 10°°; 7: RNA diluicdo 10”"; 8= RNA diluicdo 10®; 9= RNA diluicéo 10°.

600 pb
500 pb
400 pb
300 pb
200 pb

100 pb
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Figura 22 — Eletroforese do produto da PCR do DENV-2, cujo RNA foi submetido a dilui¢Ges
decimais e ao protocolo de Bronzoni, 2005, onde M= marcador de 100 pb; 1= Controle negativo; 2=
RNA diluigio 107, 3= RNA diluicdo 10 4= RNA diluicdo 10 5= RNA diluigdo 10”; 6= RNA
diluicdo 10°%; 7= RNA diluicdo 107; 8= RNA diluigdo 10®; 9= RNA diluicéo 10

1000 pb
900 pb
800 pb
700 pb
600 pb
500 pb
400 pb

300pb
200 pb

100 pb

Em contrapartida, na 22 etapa da reacdo, a multiplex-semi-nested do protocolo
Bronzoni mostrou amplificagdo visivel até a diluicdo 107, enquanto que a semi-nested do
protocolo Lanciotti mostrou uma banda fraca até a diluicdo 10°. Assim, conclui-se que a
multiplex-semi-nested do protocolo Bronzoni foi mais sensivel que a semi-nested do
protocolo Lanciotti. Os resultados nas figuras 23 e 24 demonstram os tamanhos de pares de

base esperados para as reacdes de Lanciotti (119 pb) e Bronzoni (316 pb).
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Figura 23 — Eletroforese do produto da semi nested-PCR do DENV-2, cujo RNA foi submetido a
dilui¢des decimais e ao protocolo de Lanciotti, onde M= marcador de 100 pb; 1= Controle negativo;
2= RNA diluigdo 10% 3= RNA dilui¢do 10°; 4= RNA diluicdo 10 5= RNA dilui¢o 10™; 6= RNA
diluicdo 10°%; 7: RNA diluigdo 10”; 8= RNA diluicdo 10°%; 9= RNA diluigo 10°.
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Figura 24 — Eletroforese do produto da multiplex-nested-PCR do DENV-2, cujo RNA foi submetido a
dilui¢des decimais e ao protocolo de Bronzoni, onde M= marcador de 100 pb; 1= Controle negativo;
2= RNA diluigdo 10% 3= RNA diluicdo 10°; 4= RNA diluicdo 10 5= RNA diluicdo 10°; 6= RNA
diluicdo 10°%; 7: RNA diluigdo 10”; 8= RNA diluicdo 10°%; 9= RNA diluico 10°.
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7 DISCUSSAO

Na atualidade, a dengue € uma das enfermidades infecciosas de maior impacto no
mundo, tanto por sua elevada morbidade quanto pelo aumento no nimero de casos de formas
graves da doenca. Um dos fatores que afetam o panorama da dengue numa dada regido € a
introducdo de um novo sorotipo do DENV, o que pode aumentar o risco das formas
hemorragicas (TEIXEIRA et al., 2009). Em vista disso, embora os casos de dengue numa
regido endémica sejam, em sua maior parte, diagnosticados apenas clinicamente, é essencial
que se realize o diagndstico laboratorial etioldgico dessas infec¢Bes. Isto porque ja é bem
conhecido que o quadro clinico do paciente com suspeita de dengue pode ser facilmente
confundido com outras arboviroses, sejam elas pertencentes a mesma familia do DENV
(Flaviviridae) ou a outras familias virais (Togaviridae, Bunyaviridae e Reoviridae)
(FIGUEIREDO, 2000; GUBLER, 2002; VASCONCELOS et al., 2005; FIGUEIREDO, 2007;
GUZMAN et al., 2010). Uma das formas de se realizar o diagnostico etiologico da infeccdo
por DENV é através da pesquisa do genoma viral, o que ndo sé permite a deteccao precoce da
infeccdo, como também a identificacdo do sorotipo viral, sendo Util para vigilancia dessa
doenga bem como para estudos de epidemiologia molecular (LANCIOTTI et al., 1992;
FIGUEIREDO, 2006).

No estado de Alagoas, a dengue se manifesta de forma endémica e epidémica, porém,
0 diagnoéstico laboratorial s6 tem sido realizado por métodos soroldgicos (pesquisa de
anticorpos e de antigenos) e viroldgicos (isolamento viral em cultura de células), o que pode
levar a resultados falso-negativos, além de ndo permitirem a analise da epidemiologia
molecular das infecgfes. Em vista disso, esse trabalho realizou o estudo molecular de
infeccBes por dengue em Maceid, como tentativa de reconhecimento dos sorotipos virais

circulantes nas epidemias de 2012 a 2014 nesta cidade.

O método de One-step RT-PCR em tempo real tem se mostrado o de maior
sensibilidade em inimeros estudos para detec¢do de genomas virais, sejam eles para dengue
ou para outros virus (MACKAY; ARDEN; NITSCHE, 2002; SHU et al., 2003;
ARISMENDY; CASTELLANOS, 2011). Em comparagdo a técnica de RT-PCR
convencional, a RT-PCR em tempo real apresenta uma padronizacdo mais facil, maior
especificidade e sensibilidade, uma taxa de contaminacdo menor, maior rapidez, alem de
possibilitar a quantificacdo das amostras (SHU et al., 2003; POERSCH et al., 2005; YONG et
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al., 2007; POLONI, 2009). Além disso, nesta técnica ndo é necessdria a manipulacdo do
amplicon apos a reacdo de amplificacéo, sendo, por isto, considerado um sistema fechado ou
homogéneo (MACKAY, ARDEN & NITSCHE, 2002). A técnica de PCR em tempo real
possibilita acompanhar a amplificacdo e visualizar dados de forma mais rapida e exata,
através do monitoramento da reacdo, a medida que a mesma avanca, em tempo real. Os dados
sdo, desta forma, coletados ao longo da PCR, ao invés de o serem apenas no final da reacéo
(ECA et al., 2004).

Pelo método de One-step RT-PCR em tempo real utilizado no presente estudo, menos
de ¥ das amostras foram consideradas positivas para presenca de genoma de DENV (Tabela
7), levando-se em consideracdo a analise conjunta dos parametros do teste (os valores de T,
de C;, da derivada da curva de dissociacdo, ¢ a curva de amplificagdo [A Rn]). Nas condigdes
de reacdo empregadas neste estudo e utilizando-se diferentes tipos de controles positivos
(diferentes linhagens de DENV, dos quatro sorotipos, como mostrados na Tabela 5),
verificou-se que os valores de C; e de T, médios obtidos foram de 23.432 e 79.480,
respectivamente. Estes valores devem servir de base para a interpretacdo dos resultados das
amplificacdes obtidas nas amostras do estudo. Contudo, eles diferem ligeiramente dos valores
médios encontrados por SANTOS et al. (2008), que foram: C; entre 17 e 21, e T, de 81.
Ressalta-se, porém, que no estudo de SANTOS et al. (2008), embora tenha-se utilizado os
mesmos primers do presente trabalho (RNC5’-S e RNC5’-C), as amostras de soro eram
inicialmente inoculadas em cultura de células, para amplificacdo da quantidade de virus da
amostra, antes da realizacdo da RT-PCR em tempo real. Além disso, no que diz respeito aos
valores de T, a maioria das amostras incluidas no referido estudo eram de DENV-3 e
nenhuma foi de DENV-4. Neste estudo, porém, entre as amostras em que foi possivel

determinar o sorotipo, a maioria foi de DENV-4 (Tabela 10).

Além disso, no presente trabalho observou-se que a algumas das amostras mostrou
valores de C; inferiores ao da média dos controles positivos (Tabela 7), o que sugere que as
mesmas possuiam maior carga viral que a dos controles. Isso ja era o esperado, pois 0S
controles utilizados foram preparados a partir da propagacdo e adaptacdo dos respectivos
virus em cultura de células, o que resulta em aumento da carga viral (STORCH, 2001), ao
passo que as amostras clinicas (soros) foram diretamente testadas no RT-PCR, sem
isolamento prévio dos virus em cultura de celulas. Outro grupo de pesquisadores, da
Universidade de Cartagena na Colémbia, também utilizou 0 mesmo protocolo de reacdo de

RT-PCR em tempo real que o do presente estudo e os autores consideraram positivas as
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amostras que apresentavam C; menores do que 42 (OCHOA DIAZ, et al. 2013).
Corroborando com este dado, no presente estudo (Tabela 7), todas as amostras consideradas

positivas por real time apresentaram Ci menores do que 42 (a média foi de 30.081).

Uma amostra de nosso estudo apresentou um C; dentro dos valores encontrados para
os controles positivos (amostra 158H), com os C;de 16.704 e 16.608 (Tabelas 6 e 7), ou seja,
esta amostra apresentou uma alta carga viral em comparacdo com as outras amostras séricas
positivas (Tabela 8), ao passo que a amostra 124H apresentou 0 maior C; (39.975) e com isto
a menor carga viral (44,9 x10° copias de RNA/ mL) (Tabela 8). A amostra 158H foi coletada
2 dias apds o inicio dos sintomas, enquanto a amostra 124H foi coletada 3 dias ap0s o inicio
dos sintomas. Porém, ndo se pdde relacionar, no presente estudo, carga viral alta com a fase
precoce do periodo virémico, pois ndo se acompanhou a cinética da viremia dos individuos. A
carga viral de DENV tem sido relacionada a gravidade da doenca em alguns estudos. No
entanto, neste trabalho, nao foi possivel associar gravidade da doenga com a carga viral. Isto,
porque dos 13 pacientes em que foi detectado o genoma viral e a carga viral foi quantificada,
apenas 6 individuos tiveram dados disponiveis, sendo que, destes, todos apresentavam-se com
a forma clinica dengue. Vaughn et al. (2000) realizaram um estudo com crianc¢as na Tailandia,
0 qual mostrou uma associacao entre o pico do titulo de viremia e a gravidade da doenca. Os
pacientes que desenvolveram a sindrome do choque da dengue apresentaram os picos dos
titulos virais de 100 a 1000 vezes maiores do que aqueles com DF mais benigna (branda), em
infeccdo priméria. Libraty et al. (2002) analisou a relacdo entre a viremia e a infecgdo
secundaria com DENV-3 em crian¢as na Tailandia. Os niveis da viremia foram maiores nos
casos de DHF, de DF/DHF intermediaria que em DF. O mesmo mostrou uma correlacdo
positiva entre a hemoconcentragdo e os niveis de viremia. Contrariamente, Cruz-Hernandez et
al. (2013), num estudo realizado no México, mostrou que pacientes com a FD causada pelo
DENV-1 e DENV-2 apresentaram niveis de viremia medianos significativamente maiores do

que pacientes com a DHF.

Em relagdo aos achados com Cy indeterminados pela técnica de One-step RT-PCR em
tempo real, geralmente isso ocorre quando a quantidade de DNA amplificado é inferior ao
limiar de deteccdo (threshold) depois de certos ciclos. Assim, das 55 amostras testadas, 36
(65,45%) tiveram C; indeterminado. Nestes casos, duas explicagdes seriam possiveis: 1) ou as
amostras possuiam uma carga de DENV menor que o limite de detec¢do do teste ou 2) as
amostras eram, de fato, negativas para DENV. Neste Gltimo caso, outras duas hipoOteses sdo

possiveis: a) ou a doenca febril aguda apresentada pelo paciente tinha outra etiologia que ndo
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dengue ou b) a amostra sanguinea foi coletada fora do periodo de viremia da infec¢do. Estes

aspectos serdo discutidos a seguir.

Das 15 amostras do estudo (27,27%) que se apresentaram positivas para DENV em
qualquer dos métodos utilizados, 11 (73,33%) tinham o registro do intervalo de tempo
decorrido entre o inicio da doenca e o dia da coleta sanguinea (Tabelas 7 e 9). Destas, 8
(72,73%) foram coletadas dentro do limite de 5 dias ap6s o inicio da doenga, e 3 foram
coletadas até o 7° dia de doenga (27,27%). O Ministério da Satde considera que um paciente
com suspeita de dengue tem periodo de viremia de 7 dias (BRASIL, 2014c). No entanto,
outros autores consideram mais comum que a viremia dure somente até o 5° dia da doenca
(GUBLER, 1998; WHO, 2009; SANTIAGO et al., 2013). Outros, contudo, consideram que a
viremia pode se estender até o 10° dia de doenca (DE PAULA; FONSECA, 2004). Guilarde et
al. (2008) detectaram viremia ap0s a defervescéncia em pacientes que apresentaram FHD ou
que apresentaram quadro intermediario de FD / FHD. Porém, segundo Gubler (1981), embora
a viremia na dengue possa durar de dois a 12 dias, 0s virus s6 foram detectaveis até o 4° ou 5°
dia de doenga. Vaughn et al. (2000) detectou periodo virémico até o 7° dia de doenca, porém
com média de cinco dias. Trinta e nove amostras deste estudo (70,91% do total de 55
amostras e 90,70% do total das que tinham intervalo conhecido [n=43]) foram coletadas até o
7° dia da doenca, sendo que destas 30 (54,55% do total) ocorreram até o 5° dia (Tabela 4), o
que garante que a maioria das amostras do estudo estava, com certeza, dentro do periodo
virémico conhecido para dengue. Todavia, na intencdo de incluir o maximo de nimero de
amostras no estudo, foram excepcionalmente também incluidos quatro (7,27% do total)
pacientes com mais de 7 dias de doenca (de até 12 dias) e outros 12 (21,82% do total) em que
ndo se tinha o registro do tempo decorrido desde o inicio dos sintomas. Dentro destas 12
amostras, ha certamente a possibilidade de que algumas ou varias delas tenham sido coletadas

seguindo-se o critério de inclusdo (de até 7 dias de doenca).

Ao se considerar um parametro essencial na interpretacdo dos dados de PCR em
tempo real, os valores do Ty especificos para DENV podem variar de 77°C a 81°C no
protocolo de One-step utilizado, dependendo do sorotipo (SANTOS et al., 2008) e isso foi
demonstrado para os controles positivos utilizados neste trabalho (Tabela 5). Em outro
protocolo de reacdo de RT-PCR em tempo real descrito por Yong et al. (2007), e que utiliza
outro conjunto de primers, a T, das amostras positivas para dengue variou de 81.5°C até
83.5°C. Ja no presente estudo, considerando-se o valor da Tn, uma das amostras (132H)

apresentou resultados discrepantes entre a primeira e segunda determinagdo (81.12°C e



80

84.84°C, respectivamente; Tabela 6), sendo, por isso, considerada como negativa para
DENYV. Posteriormente, a mesma amostra foi testada por RT-PCR convencional com primers
para outra regido génica (genes C, prM [Lanciotti] e NS5 [Bronzoni]) e foi considerada
negativa. Contudo, esta amostra apresentou C; positivo assim como as amostras 125H e 136H,
mas por ndo apresentarem temperaturas de dissociacdo compativeis com DENV (Figuras 10
e 11, e Tabela 6) suspeitou-se que poderia tratar-se de infeccbes por outros flavivirus.
Segundo Santos et al. (2008), embora os primers sejam genéricos para todos 0s sorotipos de
DENV, eles sdo também altamente especificos para esta espécie, apesar disso, reagdes
inespecificas podem acontecer quando em presenca de outros flavivirus (como febre amarela,
Ilhéus, Saint Louis, Rocio, Bussuquara, Cacicaporé, lguape). Na padronizacdo do ensaio,
esses autores testaram o método em amostras de isolados virais dessas espécies e encontraram
que os outros flavivirus (que ndo DENV) foram detectados com C; de 36-39, e com T, de
cerca de 75, o que corresponderia a dimeros de primers (SANTOS et al., 2008). Assim, as
amostras 132H, 125H e 136H foram testadas por RT-PCR convencional para outros
flavivirus, o Ilhéus (ILHV) e o Saint Louis (SLEV), mas nas reacbes de amplificacdo
apareceram apenas bandas inespecificas sendo, deste modo, consideradas negativas para estes

flavivirus (dados ndo mostrados).

Ja a hipdtese da formacdo de dimeros de primers foi levada em conta nos casos das
amostras com T, diferentes dos DENV e que tiveram altos valores de C; (por exemplo, as
amostras 113H e 125H, que apresentaram C; de 44.824 e 40.985, respectivamente,
considerados muito altos) (Tabela 6). Na técnica descrita por Yong et al. (2007), os dimeros
de primers apresentaram T, entre 75 °C e 77 °C. No estudo realizado por Ferraz et al. (2013),
o0 qual utilizou outro protocolo e primers, avaliou a especificidade da PCR em tempo real para
dengue com amostras de cultura contendo outros flavivirus (virus da diarreia viral bovina,
febre amarela e Saint Louis). N&o houve amplificacdo com amostra do virus da diarreia viral
bovina (BVDV). O virus da febre amarela (YFV) apresentou uma curva de dissocia¢do
inespecifica e a sua Ty, foi em torno de 75 °C, devido possivelmente a dimeros de primers. Ja
em relacdo ao virus da encefalite de Saint Louis (SLEV) apresentou dois picos na curva de
dissociacdo (Tms entre 80 °C a 85 °C), sendo que um destes picos foi similar ao que é

encontrado em amostras de dengue.

Em relagdo a comparacdo entre todos os metodos utilizados neste trabalho, ou seja,
entre dois protocolos diferentes de multiplex-semi-nested-RT-PCR e One-step RT-PCR em

tempo real para a deteccdo de RNA viral nas amostras, a reacdo em tempo real mostrou-se



81

mais sensivel que a RT-PCR convencional, pois das 55 amostras analisadas, 13 (23,64%)
foram consideradas positivas, enquanto que na reagdo convencional o genoma viral foi
detectado apenas em nove amostras (16,36%) (Tabela 12). A comparacdo combinada do
nimero de amostras positivas e negativas por real-time versus RT-PCR convencional
(Lanciotti + Bronzoni) mostrou diferenca estatistica. De fato, de acordo com a literatura, a
reacdo em tempo real é mais sensivel que outras técnicas como RT-PCR convencional,
isolamento viral e ELISA (IgM, IgG) (SHU et al., 2003; SANTOS et al., 2008; POLONI,
2009). Neste estudo, porém, a comparacdo entre numero de amostras positivas e negativas
obtidas por real-time e por RT-PCR protocolo Bronzoni ndo mostrou diferenca estatistica
significante (Tabela 14), embora o pequeno nimero de amostras avaliado possa ter
prejudicado a relevancia desta comparacdo. O teste exato de Fisher, porém, é um teste
aplicavel mesmo quando o n € pequeno (MOTTA; WAGNER, 2003).

Contudo, os primers utilizados nas reacdes de One-step RT-PCR em tempo real deste
trabalho ndo permitiam a definicdo dos sorotipos virais, 0 que pode ser uma desvantagem em
relacdo aos demais métodos adotados (Lanciotti e Bronzoni). Justifica-se, porém, que para o
diagndstico em tempo oportuno da infec¢do por dengue (ou seja, ainda durante o periodo da
doenca aguda) basta ao clinico, para o adequado manejo de seus pacientes, a confirmacéo de
infeccdo por dengue, sendo, nestes casos, a sorotipagem um dado apenas complementar.
Ressalta-se, porém, que a definicdo dos sorotipos virais é de alta relevancia para questdes
epidemioldgicas, inclusive com aplicacdo na vigilancia das regides acometidas por epidemias
de dengue. Isto, porque dentre os fatores que influem no prognostico do paciente infectado,
inclui-se o sorotipo viral. Neste sentido, ha mais de uma década ja é conhecido, por exemplo,
que o sorotipo DENV-2 tende a causar quadros clinicos mais severos nos individuos
acometidos (VAUGHN et al., 2000; PAWITAN, 2011, DRUMOND et al., 2013). Ainda,
podem ocorrer casos de co-infecgdo com diferentes sorotipos de DENV, o que ja foi bem
documentado no Brasil e em outros locais (BASTOS et al., 2012; COLOMBO et al., 2013).
Assim, a determinacgéo dos sorotipos virais foi um dos objetivos deste estudo. Através de RT-
PCR convencional, em nove amostras consideradas positivas, foi possivel detectar dois
sorotipos virais, sendo a maioria DENV-4 (88,9%) e uma Unica amostra com DENV-3
(Tabela 10). No ano de 2012, em Alagoas, das 408 amostras em que foi realizada tentativa de
isolamento viral, 20 (4,9%) amostras foram consideradas positivas, e nestas apenas o0 DENV-
4 foi detectado, 0 que pode justificar a maioria dos casos serem confirmados como DENV-4,
neste estudo (ESTADO DE ALAGOAS, 2013). No ano de 2013 e neste ano de 2014
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nenhuma amostra teve os sorotipos do DENV identificados pelo 6rgao de referéncia regional
(LACEN-AL) (ESTADO DE ALAGOAS, 2014b). Desta forma, este trabalho auxilia no
conhecimento dos sorotipos circulantes no estado do ano de 2012 e 2014, pois em amostra do
ano de 2012 (115H) foi detectado DENV-3.

Ja em relacdo a comparacdo entre a sensibilidade dos dois protocolos de RT-PCR
convencional (LANCIOTTI et al., 1992; BRONZONI et al., 2005) para a deteccdo de RNA
viral nas amostras, na curva de sensibilidade da segunda etapa de reacdo (multiplex-semi-
nested e semi-nested) o protocolo de Bronzoni mostrou-se mais sensivel que o de Lanciotti.
Porém, em contradi¢do, na aplicacdo das técnicas para as 55 amostras séricas analisadas, seis
(10,9%) foram consideradas positivas por Lanciotti, enquanto que na reacao convencional por
Bronzoni cinco foram positivas (9,1%) (Tabela 9). Nao sendo possivel, portanto, concluir
qual dos dois protocolos foi 0 mais sensivel, de fato. Ambos os métodos ja foram utilizados
com sucesso por diversos autores (MONDINI et al., 2007a; POLONI, 2009; SANTANA et
al., 2010; COLOMBO et al., 2013; ROCCO; KAVAKAMA,; SANTOS, 2001; POERSCH et
al., 2005; CASTRO, 2008; PAUDEL et al., 2011; BASTOS et al., 2012), o que demonstra
que sdo confidveis para a deteccdo do genoma dos DENV.

Apesar disso, neste trabalho houve importantes discordancias entre os dois métodos
convencionais (Tabelas 6 e 9). Apenas duas amostras foram concordantes por estes dois
métodos (112H e 158H). Entre as amostras discordantes, a amostra 115H, na qual foi
detectado DENV-3 apenas pelo protocolo de Lanciotti, ha uma possibilidade de que o virus
DENV-3 tenha sofrido mutacdo na posicdo da sequéncia de anelamento dos primers,
resultando em cepas diferentes as usadas na padronizacéo do teste do protocolo de Bronzoni,
e talvez por isso, o primer usado possa ndo anelar no RNA deste virus. Em relagcdo as outras
amostras que foram consideradas positivas apenas em um dos metodos (106H, 109H, 116H,
155H, 159H e 162H), ha a possibilidade de ter ocorrido degradacdo do RNA viral, pois as

reacOes foram realizadas em periodos diferentes e usaram o mesmo RNA extraido e estocado.

Uma das amostras, a 151H apresentou resultado intrigante, pois foi considerada
positiva nas 12 PCRs dos protocolos (Lanciotti e Bronzoni) sem ter mostrado amplificagédo nas
reacOes seguintes de multiplex-semi-nested-PCR. Em relacdo ao aparecimento de amplicon de
511pb na 12 PCR do protocolo do Lanciotti (Figura 17) ha forte indicio que de a amostra
seria positiva para outro flavivirus. Isto, porque segundo o artigo original (LANCIOTTI et al.,

1992), os primers D1 e D2 também anelam e mostram amplificacdo para outros flavivirus do
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sorocomplexo da Encefalite Japonesa. Esses autores testaram seus primers com isolados
virais de virus do Nilo Ocidental e virus da Encefalite de Saint Louis e obtiveram amplicons
de 511pb nestas reaces, iguais, portanto, aos esperados para DENV. Testaram também com o
virus da Encefalite Japonesa, e mostrou amplicon de 550pb. Houve ainda amplificacdo de
fragmentos menores, inespecificos, com virus de outros sorocomplexos, como Febre amarela
e Edge Hill (LANCIOTTI et al., 1992). Finalmente, no protocolo de Bronzoni, os primers da
primeira etapa foram ja desenhados para anelarem em regiGes conservadas de todos os
flavivirus, sendo género-especificos (BRONZONI et al., 2005). Por este motivo, esta amostra
foi testada para os flavivirus Encefalite de Saint Louis, Rocio e Ilhéus, mas resultou em uma
banda forte, porém nao com os tamanhos esperados (dados ndo mostrados).

A circulacdo de todos estes flavivirus no Brasil tem sido demonstrada por ensaios
sorol6gicos em animais silvestres, animais sentinelas e seres humanos, bem como, em estudos
moleculares. Além disso, todos esses arbovirus normalmente produzem no homem doenca
febril aguda indistinguiveis (TERZIAN et al., 2011). No Brasil, o risco dessas viroses
emergirem é relacionado a existéncia de grandes cidades densamente povoadas e infestadas
por mosquitos Culex, Aedes aegypti e outras espécies (GUBLER, 2002). Em 2004, o virus da
Encefalite de Saint Louis foi isolado pela primeira vez em Séo Paulo/SP em um paciente com
doenca febril aguda que recebeu diagndstico inicial para dengue (ROCCO et al., 2005). Em
2006, Mondini et al. (2007b) detectaram pela primeira vez, um surto de infeccdo por
Encefalite de Saint Louis (SLEV) concomitante com uma epidemia de DENV-3 em S&o José
do Rio Preto/SP. Posteriormente, outros estudos confirmaram a ocorréncia dessas infeccdes
no pais (MONDINI et al., 2007a; TERZIAN et al., 2011), como em Ribeirdo Preto/ SP, por
exemplo, onde detectou-se um caso de Encefalite de Saint Louis em paciente que havia
recebido diagnostico inicial de dengue. Neste caso, foram encontrados anticorpos IgG anti-
SLEV e anticorpos neutralizantes, além de resultado positivo na RT-PCR (MAIA et al.,
2014). Um outro estudo, em 2011, em Minas Gerais, mostrou que o virus SLEV também foi
isolado de cérebro de cavalo que apresentava manifestacbes neurologicas (ROSA et al.,
2013).

Ha evidéncias de outros flavivirus causando infec¢des subnotificadas no Brasil, como
a presenca de anticorpos neutralizantes para virus Rocio em pessoas vivendo em areas rurais
das Regifes Sudeste e Nordeste do Brasil (FIGUEIREDO, 2000) e dois casos de infeccdo
aguda por Rocio na Bahia, em 1995 (STRAATMANN et al., 1997). E importante chamar

atencdo também para o virus do Nilo Ocidental que ¢ também membro do género Flavivirus e
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leva a quadro clinico com febre e exantema, podendo ser facilmente confundido com a
infeccdo pelo DENV (SOARES et al., 2010). Foi realizada uma pesquisa para presenca de
anticorpos especificos contra este virus em 168 cavalos no Pantanal e encontrou-se 3 animais
com 0s anticorpos, demonstrando evidéncia soroldgica da circulacdo do virus Nilo Ocidental
no Brasil (PAUVOLID-CORREA et al., 2011). Na regido Nordeste, anticorpos monotipicos
anti-Nilo Ocidental foram também detectados em 6 amostras dos 88 soros de cavalos do
estado da Paraiba (SILVA, 2010).

Em suma, considerando-se que as amostras séricas incluidas neste estudo eram todas
provenientes de individuos com sintomas sugestivos de dengue, e que a maior parte delas foi
coletada dentro do periodo de viremia — o0 que evitaria resultados falsos negativos na pesquisa
de genomas virais -, mas que somente 27,27% delas apresentaram amplificagédo positiva para
DENV, estes resultados sugerem que outros flavivirus podem estar causando infeccGes em
Maceid, mas recebendo diagndstico clinico equivocado de dengue. Mais estudos de triagem
soroldgica e molecular para outros arbovirus necessitam ser realizados para comprovar essa

hipétese.
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8 CONCLUSOES

Atraveés de todas as técnicas utilizadas no estudo, One-step RT-PCR em tempo real e
multiplex-semi-nested-PCR, foi detectada presenca de genoma de virus dengue em
apenas 15 amostras séricas humanas. Considerando que isto representa somente
27,27% do total, esse dado sugere que outros flavivirus possam estar causando
infeccbes em Maceid, mas recebendo diagndstico clinico de dengue de forma

equivocada.

Os sorotipos das infeccdes por dengue foram determinados em 9 das amostras do
estudo, sendo que a maioria apresentou-se como sendo DENV-4 e apenas uma
demonstrou ser DENV-3.

Na comparacdo da sensibilidade dos métodos One-step RT-PCR em tempo real e
multiplex-semi-nested-RT-PCR para detec¢do de genoma de dengue, o método do
One-step RT-PCR em tempo real se mostrou capaz de detectar maior nimero de
amostras positivas. Porém, sem a realizacdo de curvas de sensibilidade por todos os
métodos, ndo foi possivel concluir sobre essa questdo de modo definitivo.
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APENDICE A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (T.C.L.E.)

(Em 2 vias, firmado por cada participante voluntario(a) da pesquisa e pelo responsavel)

“O respeito devido a dignidade humana exige que toda pesquisa se processe apds o
consentimento livre e esclarecido dos sujeitos, individuos ou grupos que por si e/ou por
seus representantes legais manifestem a sua anuéncia a participagcao na pesquisa”

tendo sido convidado(a) a participar como voluntario(a) do estudo “Deteccao molecular e
genotipagem do virus da dengue em Alagoas”, que sera realizada no(a) Hospital Escola Dr.
Hélvio Auto,em Macei6, e no Minipronto-socorro Dr. Jodo Fireman, em Maceio, recebi do(a)
Sr(a) Dra. Alessandra Abel Borges, bioquimica e professora adjunta, responsavel por sua
execugdo, as seguintes informagfes que me fizeram entender sem dificuldades e sem
davidas os seguintes aspectos:

1) Que o estudo se destina a realizar diagnéstico do micrébio (virus) causador da doenca
pesquisada (dengue);

2) Que a importancia deste estudo é a de saber quais tipos de virus da dengue estdo
presentes em Alagoas;

3) Que os resultados que se desejam alcancar sdo: levantar dados novos da doenca em
Alagoas e levar a um melhor conhecimento do virus da dengue no Brasil.

4) Que este estudo comecara em agosto de 2012 e terminar4 em dezembro de 2014;

5) Que eu participarei do estudo da seguinte maneira: na autorizacdo aos pesquisadores em
coletar e analisar o meu sangue, além de autorizar a analise dos meus dados pessoais e
clinicos. Além disso, fui informado que ndo havera custos ou despesas para a minha
participacdo no projeto;

6) Que os desconfortos que poderei sentir com a minha participacdo sdo os seguintes:
pequena dor ou incébmodo no local onde o sangue sera coletado;

7) Que os possiveis riscos a minha saude fisica e mental sdo: pequena dor ou incémodo no
local onde o sangue sera coletado;

8) Que os pesquisadores adotardo as seguintes medidas para minimizar os riscos: A coleta
sera feita por pessoas treinadas, que usardo equipamentos de protecdo e materiais de
coleta apropriados. Se ocorrer algum problema, como dor ou sangramento no local da
coleta, eu poderei contar com a assisténcia dos profissionais do Hospital Escola Dr. Hélvio
Auto, sendo responsavel por ela a Dra. Luciana Maria de Medeiros Pacheco.

9) Que poderei contar com a assisténcia do Hospital Escola Dr Hélvio Auto, sendo
responsavel (is) por ela a Dra. Luciana Maria de Medeiros Pacheco;

10) Que os beneficios que deverei esperar com a minha participacdo sdo: diagnodstico
laboratorial da doenca, que pode levar ao tratamento correto da mesma; e conhecer o tipo
de virus da dengue presente em Alagoas, conseguidos através da coleta do meu sangue
que sera analisado para o diagndstico de dengue;

11) Que, sempre que desejar, serdo fornecidos esclarecimentos sobre cada uma das etapas
do estudo;

12) Que, a qualquer momento, em se tratando de questionério, eu terei o direito de nao
responder a alguma pergunta que ndo queira;

Titulo do projeto: “Detecgdo molecular e genotipagem do virus da dengue em Alagoas”. Pesquisadores: Alessandra A Borges, Victor H
Aquino, Luiz TM Figueiredo, Luciana MM Pacheco, Magliones C Lima, Juliana M Silva, Mariana PD Ribeiro, Patricia A Barros, Janille BA
Tendrio. Flavio Martins dos Santos. Danilo Machado de Melo
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13) Que, a qualqguer momento, eu poderei recusar a continuar participando do estudo e,
também, que eu poderei retirar este meu consentimento, sem que isso me traga qualquer
penalidade ou prejuizo;

14) Que as informagdes conseguidas através de minha participacdo ndo permitirdo a
identificacdo da minha pessoa, exceto aos responsaveis pelo estudo, e que a divulgacéo
das mencionadas informacdes so sera feita entre os profissionais estudiosos do assunto;

15) Que eu deverei ser ressarcido por qualquer despesa que venha a ter com a minha
participacado nesse estudo e, também, indenizado por todos os danos que venha a sofrer
pela mesma razdo, sendo que, para estas despesas foi-me garantida a existéncia de
recursos.

Finalmente, tendo eu compreendido perfeitamente tudo o que me foi informado sobre a
minha participacdo no mencionado estudo e, estando consciente dos meus direitos, das
minhas responsabilidades, dos riscos e dos beneficios que a minha participacdo implica,
concordo em dela participar e, para tanto eu DOU O MEU CONSENTIMENTO SEM QUE
PARA ISSO EU TENHA SIDO FORCADO OU OBRIGADO.

Endereco do(a) participante voluntario(a):

(Do) 0] (o111 W (LU F= T oo ) [ ] (o ) USSR Bloco: .........
NO s B oto 10 ] 0] (=1 4 =] o1 (o PSRN Bairro: ...coooeeeeeeieenn,
Cidade: .ovvveiieiiicccc e, CEP. i, Telefone: ...cccooeveeeiiveveennnns

200 ] a1 (o Jo LR (=] (<1 (=] [T TR

Contato de urgéncia: Sr(a). Alessandra Abel Borges

Endereco Praca Afranio Jorge s/n

Bloco: /N°; /Complemento: Laboratério de Pesquisas em Virologia e Imunologia - LAPEVI
Bairro: /CEP/Cidade: Prado/57010-020/Macei6

Telefones p/contato: 3336-3444 ramal 223; 9336-5204

Nome e Endereco do Pesquisador Responsavel: Dra. Alessandra Abel Borges

Endereco Praca Afranio Jorge s/n, Laboratorio de Pesquisas em Virologia e Imunologia — LAPEVI,
Prado/57010-020/Maceio

Telefones p/contato: 3336-3444 ramal 223; 9336-5204

Instituicdo: Universidade Federal de Alagoas — Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Salde
Endereco Praca Afranio Jorge s/n

Bloco: /N°: /Complemento: Laboratdrio de Pesquisas em Virologia e Imunologia - LAPEVI
Bairro: /CEP/Cidade: Prado/57010-020/Macei6

Telefones p/contato: 3336-3444 ramal 223; 9336-5204

ATENCAO: Para informar ocorréncias irregulares ou danosas, dirija-se ao Comité de Etica em
Pesquisa e Ensino (COEPE), pertencente ao Centro Universitario Cesmac — FEJAL: Rua
Cbébnego Machado, 918. Farol, CEP.: 57021-060. Telefone: 3215-5062. Correio eletrénico:
cepcesmac@gmail.com

Maceio, de de
Assinatura ou impresséao datiloscopica Assinatura do responsavel pelo Estudo
do(a) voluntario(a) ou responsavel legal (rubricar as demais folhas)

(rubricar as demais folhas)

Titulo do projeto: “Detecgdo molecular e genotipagem do virus da dengue em Alagoas”. Pesquisadores: Alessandra A Borges, Victor H
Aquino, Luiz TM Figueiredo, Luciana MM Pacheco, Magliones C Lima, Juliana M Silva, Mariana PD Ribeiro, Patricia A Barros, Janille BA
Tendrio. Flavio Martins dos Santos. Danilo Machado de Melo
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APENDICE B - Obtengéo da cepa viral D3BR/RP1/2003 de DENV-3, utilizado na

curva padréo para quantificacdo da carga viral

Para a construcdo da curva de quantificacdo da carga viral de DENV, utilizou-se RNA
do virus DENV-3, cepa D3BR/RP1/2003, o qual foi obtido por transfec¢éo in vitro, técnica
realizada no Laboratério de Virologia da FCFRP-USP e descrita a seguir. O RNA foi
transcrito in vitro a partir de um clone plasmidial contendo um fragmento de 2500 pb, o qual
corresponde a extremidade 5 deste DENV-3. A preparacdo deste plasmideo foi realizada da
seguinte forma: o fragmento de 2500 pb foi amplificado por RT-PCR e 0 mesmo foi inserido
no plasmideo PXL (Invitrogen, EUA), que foi utilizado para transformar bactérias Escerichia
coli. Uma aliquota de 250 uL das bactérias contendo os plasmideos foi inoculada em 10 mL
de meio LB contendo ampicilina, seguida de incubacdo a 37 ° C por 14 h com agitacgéo.
Posteriormente, purificou-se o plasmideo utilizando o Qiagen Plasmid Mini Kit (Qiagen,
Alemanha) conforme especifica¢des do fabricante. Em seguida, o plasmideo foi linearizado
por digestdo com enzima de restricdo Bam HI, e foi submetido a eletroforese num gel de
agarose a 1% e purificado a partir do gel utilizando o QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen,
Alemanha), seguindo as recomendacdes do fabricante. Para a preparacdo de RNA, 1 pg do
plasmideo linearizado foi transcrito utilizando 0 RNAMaxx™ High Yield Transcription Kit
(Stratagene, EUA), seguindo as recomendacdes do fabricante. O cDNA foi digerido
utilizando RQ DNase (Promega, EUA) por 20 minutos a 37 ° C. Apds isto, 0 RNA foi
purificado utilizando o QIAamp viral RNA Kit (QIAGEN, Alemanha) e a concentracédo foi
determinada por espectrofotometria a 260 nm. Com base na concentra¢do e no tamanho do
produto de RNA (2500 pb) do nimero de copias do equivalente ao RNA genémico foi
calculada (AQUINO et al., 2006).



ANEXO A — Certid3o de aprovacéo do projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa
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CESi"AC

CENTRO UNIVERSITARIO

Comité de Etica em Pesquisa e Ensino do Centro Universitario Cesmac (COEPE)
Registro P 28000.198371/2011-70 - CONEP/CNS/SIPAR/MS - 10/11/2011,
Maceio, 24 de agosto de 2012,
PARECER CONSUBSTANCIADO

1) IDENTIFICACAO:

Protocolo n®: 1384/12 Titulo: Deteccdo molecular e genotipagem do virus da dengue ém ABgoas

Grupo Il Area de heck to: Cidncias biolégicas Codigo: 2.12

Pesquisador Responsavel. Alsssandra Abal Borges

Instituicao Responsavel: Univarsidade Federal De Alagoas

Data de Entrada: 08052012 Analisado na 131* Rounido Ordinari Data da Reunifio: 11072012

1) SUMARIO GERAL DO PROTOCOLO:

A dengue @ a arbavirose de malor importancia em termos de mncidéncia no munde, @ hoje se encontra em siluagio de
hiperendemicidade no Srasd. Tal situagao ¢ fator de risco conhecido para o aumento da gravidade doe casos ¢ 0as
manfaesiagies hemorragias. O surgimenic da Febre hemorragica da dengue (FHD) em uma localidade esta
ass0ciado & co-circulacao 008 varios sorolipos do virus em uma comunidads. Nos (itimos ancs vim coarrenda no
Estado de Alagoas suros & epidemias de dangue, em nimero crescante, a cada ano. 56 em 2012, 376 casos ta
doenca ja foram confirmados no Estado. No entanio, os genct virais arcul nos Municipios de Alagoas a0
desconhacidos 81 0 momanto. Andises moleculares sobre 06 virus dengue circulaniss numa dada regdo sao
impartames, na medida em qua permilem o conhecimenta do perfil epidemioldgice para esta enfermidade em cada
regiao, detectanda sorctipos @ genotipos mais freqientes. verificando precocements a introduclo de um NPOvo

sorctipo, & ainda. na iva de se er fatores progndstioos, numa possivel associacdo de ganolipo @
gravidade da doent;a Desse medo, um estudo que vm dafinir os somnpus e genahpos de dengue circulanies em
Al eguebd o perfil clinico-epid bgico da p pela doenga Uraria resullados

inéditcs na regiio o seria de grarde relevancia para a melhor comproerw da epidemulogia da dengue, ndo &b em
Alagoas, Mas wmbem no Brasl. Senco assim o objetive geral dasta pesquisa ¢ realizar a detecgac malecular e

oanot das oas h por virus dengue em Alagoas & 0 estudo dinka-epidemiciogice dos casos. O
prasente estudo & do tlpo analitico obsarvacional transversad O célculo do N (tamanho da populacao) fai malaado a
partir da madia dos mases da 2011 dos atendmentos de pacientes na Pronto-at nenio de um Hosphal E de

Macad, Inclindo primero atandimento & retormo. Partanto, 0 nomaro minime de paticipanies nclides neste estudo,
congidarandc-8e uma gem s erro de 5% & indice de confabilidade de B5%, secd 345 pacentes. Considerando
o critérios para Aguisiio do Termo de Consentimento Livre e Esclarecdo, serd realzada uma busca ativa por
carce de dengue em pacieniss que -prnmm diagndstice cinica da doenga, slendidee ne referido Hoepital. No
case dos procedi Serdo cok as de pacientes que apresentem doonca febril aguda, atendidos em
um Minipronto-sacorro de Maceid, e j@ dewid do. No caso de pacentes gue faram incluidos noe
ontérics de suspeita dagnistica de dengue, apbs explicag@o sobre o trabalho ¢ a assinatura do Temo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) pelo paciente, serd realizaca coleta de amostras sanguineas em tubo sam
anticoagulante & uma enfrevista, utlizando um guestionario anexa, ands mnsm perwrus sobm sriiomas da
doenga, antecedantas marbisas @ profissionais, iocal de habitagao. O p fodas as
Infarmaghes nacessdrias quanto a realizacdo do estudo 6m %odas as suu mu (&) pachme ﬁcara dento de que a
5Ua paticipacas 5era de acordo com sua voniade, podendo desste a quakuer momento. Neste estudo, serio
Inclisidos pacientes de ambos 05 Sex08, 5em exciusin por 1aixa al8ria, que apresentarem quaivo cinico compativel
com dangua, @ que concordarem em panicpar do estudo assinando o TCLE. No caso dos pacientes mencres de
Idaoe, a auterizagao atraves do TCLE ocorrera atrewés da assinatura do sau responsavel. Como critério de exclusao
@s1a a ndo assinatura do Termo deé Consentimenta Livie @ Esclareciklo, 0 que & de fundamental iImpontincia para o
desenvoimento g0 profeto. Razao para usar grupds vulnerdaveis: Serdc ncluides no presenta profeto Indaiduas
menores da 18 anos, pois 88 pretande antander coma & cangue age am todas as 1aixas ataras, @ 1850 podera kvar a
um maior entendimento 03 deenca No estado. AKM do mais, 0 estudo ard benafico A0 pacients (saja malor ou
mence de idade) uma vez que Tormacerd o diagnostico iaboratorial etiokgico (de dengue). dado extremamenta Utll &
clinico que acompanha © paciente. N3o acaretard em peojuizo de qualguer natureza para essas indriduos Ou saus
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responsavels (pais). O estudo uliizard amosiras de sangue coleladas para o exame diagndstico, A coléla & um
procedmento minmaments invasivo que serd resizada por individuce treinades, gque ulilizardo todos os
eyuipaieitue Us piulecdy individuas pussives ¢ maleias Je wiela adeyuadus, O piojets N30 acanetard em
préuize de qualjuer natureza para esses ndivid au seus responsd (pais), pedo conlrério, oferecerd um
bereficic. uma vaz que sle se propde a fazer um dagndstico labaratorial malscular gue nao estd dlpnmvel em
nenhum sarvigo plblico de sadde om Alagoas. A participagdo no projeto nao fi de forma negativa nem
prejudcial 0 AMendimento rotnaire 0esses pacientes nas unklades de salde participantes, Os criténos para
SUSDENCRr OU @NCEMR A 0OSQUISA 5800 A ndo Kberacko de verba para 8 comora d0s rRANENTES POr Agéncia
fnanciadora o a cooméncla e dfcuidadas Wenicas que forem considaradas insupardveis. na elapa de padronizacao
das reagtes,

i) TCLE (linguagem adeguada, dmviqlo dos procedimentos, identificagdo dos riscos e desconfortos

osperados, endereco do resp S i sigilo, liberdade de recusar ou retirar o consentimento,
antra outros):

Aprapantaco com dentificacso das dretrizes defnidas na Resolucio 198/95 CNSMS
V) CONCLU3AO DO FARECER

APROVADO

V) CONSIDERAGOES

Sma Profa. Dra. Alossandra Abel Borges, lembre-se que, sagundo a res. CNS 186/56:

= Sujeito da pesquisa tem a liberdads de recusar-s=s a participar au de retirsr sau consentimento em
quakquer fase da pesq sam penalzacao alguma & sem praizo 80 sou culdado @ deve racebar
cOpid do TCLE. na integra, por ale assinado, a ndo ser em estudo com aulorizacio de declinio;

* V.S deve desenvoler a pasquisa contorme d da no p apr @ descontinuar o
estudo soments apds andlise das razdes da descontinuidade por este CEP axceto quando percaber
fnisco ou danc ndo previsto ac sujeito participante cu quand P dade de regime

ofaracido & um dos Orupos da DESAUISA AUE ECUEraM acin mediata:

* O CEP deve ser imediatamante informado de todos os fatos relevantes que alterem o curso normal

¢o estudo. E responsabdicade do pesquisador, assegurar medidas imediatas adaquadas a avenio
adverso acorrkio & enviar natificagdo a este CEP;

* Eventuais medificagbes ou emendas a0 pratocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara ¢
BLCWILR, IdeNtifcando 8 pare do protocoln & sar modificads & suas justiicativas,

* Seus refaitrics parciais o final devem ser apresentadas a este CEP. iniclalmente em 181072012 e a0
tarming do estudo. A falta ce envio de, palo mencs, ¢ relatdno final da pesquisa implicard am nAo
1o de um pricimo ot ko de pesquisa do vossa autoria.

Atencicsamanta,

U Allce Cristina Ofiveira/Azs
Coord. do COEPEJCESUAC
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