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RESUMO

A dengue passou de uma doenga esporédica a um problema de saude publica em todas as
regides tropicais e subtropicais do mundo e, atualmente é endémica em mais de 125 paises. O
diagnostico pode ser realizado pelo isolamento viral, por técnicas moleculares ou sorologicas
para deteccdo de antigenos e anticorpos, dependendo da fase da doenca. Na busca por testes
sensiveis e especificos foram disponibilizados no mercado nacional e internacional kits de
diagndstico cujos valores de sensibilidade e especificidade, segundo dados da literatura, séo
discrepantes daqueles declarados pelos fabricantes para esses atributos. O objetivo deste
trabalho foi avaliar a sensibilidade e especificidade dos kits de diagndstico da dengue
comercializados no pais, frente a amostras clinicas e de plasma fresco congelado (PFC)
caracterizadas como verdadeiro positivas (VP) e negativas (VN) para presenca do antigeno
NS1 e anticorpos IgM e 1gG da dengue. Os valores de sensibilidade e especificidade obtidos
foram comparados aos declarados nas instrucdes de uso dos produtos. Um total de 13 kits de
diagnostico, 5 empregando o teste ELISA: (2 para NS1, 2 para IgG e 1 para IgM) e 8 Testes
Répidos (TRs) - (1 para NS1/1gM/1gG, 1 para IgM/1gG e 6 testes para NS1) foram avaliados
frente as amostras VP e VN para presenca do antigeno NS1, anticorpos IgM e IgG da dengue.
A sensibilidade dos kits ELISA variou de 90,7% a 92,5% para NS1; de 87,7% a 95,0% para
1gG e 98,9% para IgM. A especificidade foi de 90,7% a 94,2% para NS1; 61,8% a 62,3% para
IgG e 86,8% para IgM. TRs. A sensibilidade dos TRs para NS1 variou de 59,1% a 86,6%, de
44,7% a 84,5% para IgM e de 55,6% a 74,6% para IgG. A especificidade variou de 94,5% a
100% para NS1; de 95,6% a 98,9% para IgM e de 79,3% a 86,3% para 1gG. Nos testes
ELISA a especificidade obtida foi de 6% até 36% inferior as declaradas. Os valores de
sensibilidade nos TR obtidos foram de 6% a 51% inferiores aos declarados.Todos os Kits
avaliados (100%) apresentaram resultados INSATISFATORIOS, que foram encaminhados a
Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), que tornou obrigatdria a analise prévia,
a partir de maio de 2016, objetivando a melhoria e manutencdo da qualidade de tais produtos.
A partir desta data, foram recebidos 34 kits para analise, apresentando os seguintes resultados
preliminares: 14 foram considerados SATISFATORIOS, 1 INSATISFATORIO e 19 se
encontram em processo de andlise. O desfecho principal deste trabalho foi efetivar a
implantacdo e 0 monitoramento continuo de tais produtos, pré e pds-comercializacdo no pais,
no contexto das analises prévia, fiscal e controle preconizadas na legislacdo vigente, em
atendimento a demanda da Geréncia de Produtos para Diagnéstico de Uso In Vitro da
Geréncia Geral de Tecnologia de Produtos para Saude da ANVISA. Como consequéncia
destaca-se, a ampliagdo da capacidade analitica do Laboratério de Sangue e Hemoderivados,
localizado no Departamento de Imunologia do Instituto Nacional de Controle de Qualidade
em Saude no controle da qualidade dos kits de diagndstico disponibilizados no mercado
nacional.

Palavras-chave: Dengue. Kits. Sensibilidade. Especificidade. Vigilancia Sanitéria.



ABSTRACT

Dengue is a major vector-borne disease that affects humans, the largest public health problem
in all the tropical and subtropical regions of the world in more than 125 countries. The
diagnosis can be performed by viral isolation, by molecular or serological techniques for
antigens and detection of antibodies, depending on the stage of the disease. Diagnostic and
diagnostic tests, diagnostic and diagnostic tests, determinants and diagnostic tests, available in
all markets and international, specifications and specifications are valid, according to
literature data, showing values different from those declared by the manufacturers for these
attributes. The objective of this study was to evaluate the sensitivity and specificity of the
dengue diagnostic test in the Brazilian market, unlike clinical samples and fresh frozen
plasma (FFP) characterized as true positive (TP) and neuralistic (TN) by the presence of NS1
and Dengue IgG and IgG antibodies. The values obtained for the attributes were compared to
those indicated in the instructions for use of the products. A total of 13 dengue diagnostic
tests, 5 testes using ELISA (2 for NS1, 2 for IgG and 1 for IgM) and 8 Rapid Tests - RTs (1
for NS1/1gM/1gG, 1 for IgM / 1gG and 6 NS1) Clinical We analyzed and compared samples
of drugs with symptoms of disease and donation of FFP surplus, characterized as TP and TN
by the presence of NS1 antigens, 1gG antibodies and dengue 1gG. The sensitivity values of the
ELISA tests ranged from 90.7% to 92.5% for NS1; from 87.7% to 95.0% for IgG and 98.9%
for IgM. The specificity was 90.7% to 94.2% for NS1; 61.8% to 62.3% for IgG; 86.8% for
IgM. As for the RTs, a sensitivity for NS1 ranged from 59.1% to 86.6%; from 55.6% to
74.6% for IgM and from 44.7% to 74.6% for 1gG. The specificity of RT was 94.5% to 100%
for NS1; from 95.6% to 98.9% for IgM and from 79.3% to 86.3% for 1gG. In the ELISA tests,
a specificity obtained was 6% to 36% lower than the one declared. Sensitivity values in RT
are 6% to 51% lower than those reported. All testicles (100%) obtained unsatisfactory results,
sent to the Brazilian Agency of Sanitary Surveillance (ANVISA), which requires an earlier
analysis, initiated in May 2016, with the objective of improving and maintaining its quality.
After May 2016, 34 exams were submitted to the analysis, presenting the following results: 14
SATISFACTORS, 1 were not satisfactory and 19 are under review. Effective application and
continuous monitoring of products, pre-and post-marketing in the country, in response to the
demand of GEVIT / GGTPS / ANVISA, without context of analysis, fiscal and previous
controls recommended in the current legislation for the main result of this work, O increasing
the analytical capacity of the Department of Laboratory of Blood and Hemocomponents of
Immunology of the National Institute of Quality Control in Health on the quality control of
diagnostic tests of dengue available in the Brazilian market.

Key-words: Dengue. Diagnostic tests. Sensitivity. Specificity. Health Surveillance.
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1. INTRODUCAO

1.1 Breve historico da dengue

A dengue é uma doenca historicamente importante e conhecida ha séculos. Os
primeiros registros de sintomas compativeis com as manifestacfes da doenca, foram relatados
em enciclopédia médica Chinesa e datam de 992 d.C. A origem do virus consta em
manuscritos que reportam sua ocorréncia na Africa. Durante a dinastia Chin (265-420 d.C.), e
a enfermidade foi conhecida pelo nome de “veneno da agua” pela associacdo dos insetos
voadores com a agua (GUBLER, 1998, 2006).

Epidemias com curso e propagacdo similares as da dengue ocorreram em 1635 e 1699
nas Indias Ocidentais e América Central, respectivamente. Os primeiros relatos de grandes
epidemias ocorridas por doenca compativel com a dengue datam de 1779 e 1780, na Asia,
Africa e América do Norte. Nos anos de 1800 a doenca foi difundida em todas as cidades
costeiras urbanas do mundo devido & utilizacdo de navios durante a expansdo comercial. O
advento do transporte maritimo incrementou a dispersdo dos mosquitos Aedes e de humanos
infectados nos trépicos e consequentemente, a notificacdo dos surtos de dengue foram
aumentando durante o século XVII (SHARP et al., 2017).

A etiologia viral da dengue e a transmissdo por mosquitos foram determinadas
somente no século XX. A transmissdo do virus da dengue (DENV) foi demonstrada pela
primeira vez por Graham e atribuida ao Culex quinquefasciatus sendo essa descoberta
sustentada por Ashburn e Craig. Entretanto, os pesquisadores australianos Bancroft e
colaboradores sugeriram que o Aedes aegypti fosse o principal vetor, que foi confirmado em
1926 por Siler e colaboradores, implicando em diferentes medidas para o controle de
mosquitos na transmissao da dengue (SILER; HALL; HITCHENS, 1926).

Atualmente é conhecido que a doenca é causada por 4 sorotipos ou tipos distintos do
virus, antigenicamente relacionados, os chamados virus da dengue 1, 2, 3 e 4 (DENV-1, 2, 3,
e 4) pertencentes a familia Flaviviridae e ao género Flavivirus, transmitidos pelo mosquito
Aedes aegypti em sua maioria e pelo Aedes albopictus. Os surtos da infecgdo por qualquer um
dos sorotipos variam de assintomaticos, subclinicos a infec¢fes sintomaticas (FARES et al.,
2015).
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A expansdo da doenca ocorreu durante a Segunda Guerra Mundial. Até o final da
guerra, muitos paises da Asia tornaram-se hiperendémicos com a co-circulagio dos quatro
sorotipos do virus. O movimento de tropas e 0 material de guerra transportou o virus e seu
principal mosquito vetor, o A. aegypti. O fim da guerra trouxe um aumento do crescimento
econdmico em muitos paises do Sudeste Asiatico e este foi o principal catalisador para o
crescimento urbano, que comegou na década de 1950 e continua até hoje (BARRETO;
TEIXEIRA, 2008).

1.2 Epidemiologia da Dengue

1.2.1 Dengue no Mundo

A dengue é uma grande preocupac¢do de salde publica em todas as regides tropicais e
subtropicais do mundo. Aproximadamente 3,6 bilhGes de pessoas vivem nestas regides onde a
dengue € potencialmente transmitida. A doenca é endémica em mais de 125 paises e se
expandiu globalmente impulsionada pelas mudancas climaticas, evolucdo do virus e por
fatores sociais, tais como, o crescimento populacional, aumento da urbanizacdo e de
circulacdo de pessoas e pelos programas insuficientes de controle de vetores (MURRAY;
QUAM; SMITH, 2013; KATZELNICK; COLOMA; HARRIS, 2017).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) considera a dengue, a doenca viral mais
importante transmitida por mosquitos que passou de doenga esporadica com epidemias
ocorridas em intervalos longos, a um grave problema de salde publica com expressiva
repercussao social e econémica causada por sua expansdo geografica mundial, aumento do
nimero de casos e pela severidade da doenca (GUZMAN; HARRIS, 2015; WHO, 2012).
Nos ultimos 50 anos, a incidéncia global da doenca aumentou 30 vezes (GUZMAN;
HARRIS, 2015; KATZELNIK; COLOMA; HARRIS, 2017).

Os custos diretos e indiretos a nivel mundial relacionados a dengue sdo elevados,
sendo estimados em aproximadamente 39 bilhGes de dblares por ano (ano base de 2010). Os
gastos envolvem cuidados medicos, vigilancia, controle de vetores e a perda de produtividade
(RAMOS-CASTANHEDA et al., 2017)
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Segundo Bhatt e colaboradores (2013) a ocorréncia média anual de infec¢des estimada
da doenca é de 390 milhdes de casos (284 a 528 milhdes), dos quais 96 milhdes (67 a 136
milhdes) apresentaram manifestacdes clinicas com alguma severidade. As estimativas para a
populacdo em risco variam de 30% a 54,7% da populacdo mundial (2,05 a 3,74 bilhdes). De
acordo com a OMS, a incidéncia da dengue cresceu mundialmente nas Gltimas décadas,
embora os numeros de casos reais ainda sejam subnotificados ou classificados incorretamente.
Estima-se que 50 a 100 milhdes de infeccdes de dengue ocorram todos 0s anos e que quase
metade da populacdo mundial vive em mais de 100 paises onde a doenca € endémica
incluindo o sudeste da Asia, as Américas, Pacifico Ocidental, Africa e regides orientais do
Mediterraneo (WHO, 2016). Segundo Brady e colaboradores (2012), 3.9 bilhGes de pessoas,
em 128 paises estdo sob o risco de infec¢do da doenca.

O numero de casos reportados da doenca aumentou de 400 mil a 1,3 milhGes no
periodo de 1996 a 2005 atingindo 2.2 milhGes em 2010 e 3,2 milhdes em 2015, ano que se
caracterizou por surtos mundiais como evidenciado nas Filipinas, Malasia, india e Brasil que
registrou 1,5 milhGes de casos. Estima-se que 500.000 pessoas com dengue severa sejam
hospitalizadas a cada ano e 2,5% destes vao a 6bito (WHO, 2016).

A Figura 1 mostra a estimativa mundial dos niveis de incidéncia da dengue no ano de
2014 obtida a partir da integracdo dos dados da OMS (2010) e de Bhett e colaboradores de
2013 (GUZMAN; HARRIS, 2015).

Figura 1- Dados mundiais da incidéncia da dengue no ano de 2014.
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1.2.2 Dengue nas Américas

A primeira suspeita de epidemia de dengue nas Américas foi descrita em 1635 na
Martinica e Guadalupe e em 1699 no Panama. De acordo com o relatado por Brathwaite e
colaboradores em 2012, a histéria da dengue nas Américas possui quatro fases distintas que
incluiram: a introducdo da doenga em 1635 e 1639; o plano continental para erradicacdo do
vetor (A. aegypti) pela Organizacdo Pan-Americana da Saude (OPAS) no periodo de 1947 a
1970 objetivando a eliminacdo da febre amarela; a re-infestacdo no periodo de 1971-1999
associada a interrup¢do do programa de erradicacdo do vetor pela OPAS e a migracdo do
Aedes do Caribe para a América do Sul, especificamente para a Venezuela e subsequente
infestacdo do Brasil. A Gltima fase incluiu o aumento da dispersdo do A. aegypti no Brasil e
consequente aumento da circulacdo do virus a partir do ano 2000 (BARRETO; TEIXEIRA,
2008).

No século XIX surtos de dengue ocorreram em cidades portuarias como no Caribe, nas
Américas do Norte, Central e do Sul, principalmente envolvidas em atividades comerciais. A
epidemia ocorrida em Cuba em 1981 representou um marco histérico da doenca nas Américas
(VALLE, 2015). Nas altimas 3 décadas, o nimero de casos reportados aumentou 4,6 vezes
nas Américas de aproximadamente 1 milhdo de casos durante os anos 80 a 4,7 milhdes no
periodo de 2000 a 2007 (SAN MARTIN et al., 2010; BRATHWAITE et al., 2012).

Os custos econdmicos e sociais anuais relacionados a doenca calculados com base no
ano de 2010 foram estimados entre 1 e 4 bilhGes de dolares. Entre 2001 e 2007, mais de 4
milhdes de casos foram notificados e a sub-regido mais afetada foi a América do Sul,
particularmente o Brasil, Equador, Colébmbia, Paraguai e Venezuela (RAMOS -
CASTANHEDA, 2017). Ha relatos de dengue em varios paises da América do Sul e América
Central. Argentina, Brasil, Colémbia, Republica Dominicana, El Salvador, Guatemala,
Guiana Francesa, México, Peru, Porto Rico e Venezuela sdo paises nos quais a infeccdo para
0s 4 sorotipos ja foi estabelecida. Chile e Uruguai eram 0s Unicos paises sem transmissao
autoctone de qualquer sorotipo e, desde a confirmagdo do primeiro caso em fevereiro de 2016,
0 Uruguai registrou 570 casos suspeitos da doenga e 17 confirmados, com maioria ocorrida
nas cidades de Montevidéu, Vanelones e Salto, todos confirmados com o sorotipo DENV-1
(GYAWALL.; BRADBURY; TAYLOR-ROBINSON, 2016; WHO, 2016).

Brasil, Coldmbia e México atualmente contribuem com 70% dos casos de dengue nas

Americas onde o0s quatro sorotipos do DENV estdo circulando (OPAS, 2017). De acordo com
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a OMS, a situacdo epidemioldgica da dengue nas Américas continua extremamente complexa
e instavel. Entre os anos 2000 e 2014, foram registrados 14,2 milhdes de casos de dengue,
com 7.000 mortes. Segundo o 21° Boletim Epidemioldgico da Secretaria de Vigilancia em
Salde (SVS), um total de 1.206.172 casos foram registrados em todo o continente, com uma
incidéncia média de 198 casos/100 mil habitantes (OPAS, 2015). Segundo a OMS, o ano de
2016 foi caracterizado por surtos mundiais. A regido das Américas reportou mais de 2,38
milhGes de casos, onde somente o Brasil contribuiu com aproximadamente 1,5 milhGes de
casos, numero trés vezes maior do que em 2014, ano que foram reduzidos a 50% do nimero
de casos severos da doenca (OPAS, 2017). De acordo com o boletim epidemioldgico da OMS
até a 112 semana epidemioldgica de 2017, 50.172 ja haviam sido reportados, apresentando

reducdo comparada aos anos anteriores (WHO, 2017).

1.2.3 Dengue no Brasil

A dengue chegou ao Brasil em meados do século XIX e os primeiros surtos da doenga
datam de 1846 a 1853 em S&o Paulo e no Rio de Janeiro, mas, provavelmente, também
ocorreram nas regides Sul, Nordeste e em outras cidades do Sudeste. Os primeiros dados da
literatura que fazem referéncia a doenca datam de 1916 (MEIRA, 1916 apud BARRETO;
TEIXEIRA, 2008). Em 1917, ocorreu um surto de dengue na cidade de Curitiba e no estado
do Rio Grande do Sul, assim como em 1922 e 1923 na cidade de Niter6i no estado Rio de
Janeiro (FIGUEIREDO, 2000). No século XXI, o Brasil tornou-se o pais com o maior nimero
de casos reportados no mundo, com mais de 3 milhdes de casos registrados de 2000 a 2005,
representando 78% dos casos registrados nas Américas e 61% dos reportados pela OMS
(TEIXEIRA et al., 2009).

A erradicacdo do A.aegypti, alcancada em 1955, ap6s uma intensa campanha iniciada
em 1940, determinou a auséncia de registros de casos de dengue no Brasil até a década de 80.
Porém, a re-infestacdo do A. aegypti no pais em 1977 e a expansdo da atividade dos DENV
nas Ameéricas resultaram na reintroducdo dos virus no pais ap6s um longo periodo sem
registro de casos da doenca (OSANAI et al.,, 1983; SCHATZMAYR; NOGUEIRA,
TRAVASSOS DA ROSA, 1986).

Em 1981, na cidade de Boa Vista em Roraima, ocorreu um surto de dengue onde

foram isoladas as primeiras amostras caracterizadas como sorotipos DENV-1 e DENV-4 e um
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total de 7.000 casos da doenca foram notificados (OSANAI et al., 1983). Apds um periodo
de cinco anos sem haver notificacdo da infeccdo no pais, em abril de 1986 foi registrada
epidemia de DENV-1 no municipio de Nova Iguacu, que se espalhou para varios municipios
do estado do Rio de Janeiro (RJ). Neste mesmo ano, o intenso movimento de pessoas permitiu
a rapida disseminacdo do virus para outros estados do pais (SCHATZMAYR; NOGUEIRA,;
TRAVASSOS DA ROSA, 1986; FIGUEIREDO, 1996).

A deteccdo do DENV-2 em 1990, na cidade de Niteroi, na regido metropolitana do RJ
resultou em uma grande epidemia no periodo de 1990-1991 com a co-circulacdo de DENV-1
e DENV-2 e a notifica¢do dos primeiros casos de dengue hemorragico (FHD) (NOGUEIRA
et al., 1990). Em dezembro de 2000, o DENV-3 foi detectado pela primeira vez no municipio
de Nova lguacu/RJ (NOGUEIRA; MIAGOSTOVICH; SCHATZMAYR, 2000), sendo este
responsavel pela maior e mais grave epidemia de dengue no pais em 2002 e predominante na
maior parte dos estados do Brasil entre 2002 e 2006 (SVS, 2010).

Em 2007, foram notificados 67% do total de casos de 2002, mas a taxa de letalidade
foi duas vezes maior, revelando uma maior gravidade na ocorréncia da doenca pela re-
emergéncia do DENV-2 (SVS, 2007). A epidemia de 2008 com 806.036 casos notificados foi
considerada a mais grave epidemia até entdo, onde foram confirmados 4.195 casos de FHD e
478 Obbitos (SVS, 2009). No ano de 2009, a re-emergéncia do DENV-1 alertou para a
possibilidade de uma nova epidemia tendo em vista a baixa circulagdo deste sorotipo desde o
inicio da década e, naquele ano, foram notificados 529.237 casos suspeitos, com 2.271 casos
de FDH e 298 ébitos (SVS, 2009). As atividades de monitoramento da circulagdo dos DENV
em 2010 no pais demonstram uma maior proporc¢do de isolamento do DENV-1, sendo este
sorotipo associado ao aumento da transmissdo da doenga em algumas regides (SVS, 2010).

O risco da introducdo do DENV-4 no pais era eminente, uma vez que este sorotipo
circulava em paises vizinhos como a Venezuela e Coldmbia (GUZMAN; KOURI, 2002) e em
julho de 2010, um caso de dengue pelo DENV-4 foi detectado em uma unidade sentinela de
monitoramento viral de Roraima (SVS, 2010). Em 2011, este sorotipo se disseminou para 0s
demais estados da federacdo e em 2012, o DENV-4 se tornou o sorotipo predominante
(59,3%), seguido pelo DENV-1 (36,4%) quando foram notificados um total de 286.011 casos
até abril de 2012 (SVS, 2012). Nos anos de 2013 e 2014, o numero de casos notificados foi de
1.452.489 e 589.197, respectivamente, com concentracdo na regido Sudeste totalizando 674
Obitos em 2013 e 475 em 2014 (PORTAL SAUDE, 2017a; 2017b).
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O DENV-4 foi o sorotipo predominante em 2013 no Rio de Janeiro, embora todos os
sorotipos circularam no pais. Em 2014, o DENV-1 foi o sorotipo predominante (82%),
seguido do DENV-4 (16%), DENV-2 (1,5%) e DENV-3 (0,5%) no Brasil.

De acordo com o Boletim Epidemioldgico da Secretaria de Vigilancia em Salde do
Ministério da Salde, em 2015 foram registrados no pais, 1.688.688 casos provaveis da
doenca. As proporcdes dos sorotipos virais até a 482 Semana Epidemioldgica (48° SE), de
2015 foram assim distribuidas: DENV-1 (93,7%), seguido de DENV-4 (5,2%), DENV-2
(0,7%) e DENV-3 (0,4%). Em 2016, no periodo da 1° SE a 52° SE, o pais registrou 1.500.535
casos provaveis da doenga. Um total de 86,3% pertencia ao sorotipo viral DENV-1,
mantendo-se o predominio do ano anterior. Em 2017, até a divulgacéo do 152 SE (periodo de
1/1/2017 a 15/04/2017), foram registrados 113.181 casos provaveis de dengue no pais com
uma incidéncia de 55,0 casos/100 mil habitantes. Neste periodo, a regido Sudeste registrou o
maior numero de casos provaveis (37.281 casos) 32,9% em relacdo ao total do pais, seguida
das regides Nordeste (31.142 casos; 27,5%), Centro-Oeste (25.065 casos; 22,1%), Norte
(15.823 casos; 14,0%) e Sul (4.070 casos; 3,6%). As regides Centro-Oeste e Norte
apresentaram as maiores taxas de incidéncia: 160,0 casos/100 mil habitantes e 89,4 casos/100

mil habitantes, respectivamente (SVS, 2017).

1.3 Transmissao da dengue

A principal forma de transmissdo da dengue se da através da picada do mosquito
infectado cuja capacidade de transmitir a doenca persiste por toda a sua existéncia, geralmente
por um periodo de 3 a 4 semanas. Os principais vetores da dengue sdo 0s mosquitos do género
Aedes. O A. aegypti, € o vetor mais comum da doenca, com distribuicdo ampla em regides
intertropicais do mundo (POZZETTO; MEMMI; GARRAUD, 2015). E altamente urbano e
tem preferéncia por alimentar-se de sangue humano, realizando a postura de ovos em
ambientes artificiais criados por humanos (GUBLER, 2011). No Brasil, o A. aegypti tem sido
responsavel pela transmissdo da dengue desde os anos 80 (FARES et al., 2015).

O A. albopictus, possui morfologia e capacidade proliferativa semelhante ao A.
aegypti, sendo também responsavel por alguns surtos da doenca em paises do continente
asiatico (GUZMAN; KOURI, 2002; LAMBRECHTS; SCOTT; GUBLER, 2010). Estudos

demonstraram que o A. albopictus pode ser infectado com sucesso no laboratorio com todos
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0s sorotipos da dengue (GUO et al., 2013). Atualmente, a colonizagdo de A. albopictus foi
confirmada em 34 paises, sendo o principal vetor do DENV na Asia tropical rural e semi-
urbana e causador de pequenas epidemias na Europa (KRAEMER et al., 2015; BEZERRA, et
al., 2016).

O A. albopictus foi introduzido no Brasil em 1986, estando presente em todos os
estados, entretanto ndo é considerado o vetor da dengue no pais e ndo tem sido associado com
as epidemias da doenca (FARES et al., 2015). Os ultimos dados de distribuicdo do A. aegypti
no Brasil, sdo de 2006, e do A. albopictus datam de 2002 (VALLE, 2015).

Além da transmissdo pelo mosquito, outras formas de transmissdo da doenca ja foram
descritas, entre elas, a infec¢do por transfusdo sanguinea, transplante de tecidos e érgdos e
através do leite materno (LINNEN et al., 2008; MOHAMMED et al., 2008; TEO; NG; LAM,
2009; BARTHEL et al., 2013; SABINO et al., 2016; LEVI, 2016).

A transmissdo da dengue associada a transfusdo sanguinea pode ser mais comum do
que se conhece, uma vez que, a elevada propor¢do de infecgdes assintomaticas (53% a 87%) e
a elevada incidéncia de ocorréncia da doenca, especialmente durante os surtos, sugere que um
nimero substancial de doadores pode possuir o virus no momento da doacdo sanguinea
(DIAS et al., 2012). O reconhecimento do DENV como um patégeno transmissivel por
transfusdo sanguinea ocorreu somente em 2008 (POZZETTO; MEMMI; GARRAUD, 2015).
Neste contexto, 6rgdos reguladores como o National Heart, Lung and Blood Institute
(NHLBI), Food and Drug Administration (FDA) e Center for Disease Control and
Prevention (CDC), avaliam, com base em estudos prospectivos e evidéncias, a necessidade ou
nédo da implementacédo da triagem de doadores nos Estados Unidos e em todo 0 mundo quanto
aos DENV (LANTERI; BUSCH, 2012).

A transmissdo do virus via transplante de 6rgdos, também foi descrita e merece
atencdo, uma vez que, até o presente momento, nao ha recomendacdo para triagem desse virus
antes do transplante (GUPTA et al., 2016). InfecgBes acidentais por picadas de agulha ja
foram descritas, porém, trata-se da forma mais rara de infeccdo com poucos relatos na
literatura. Em geral, a quantidade necessaria de virus para infeccdo natural é de 10 a 20 cdpias
e se, comparada ao virus da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (HIV) seriam necessarias
quantidades superiores a 500 coOpias para contrair a doenca por esta via (WIWANITKIT,
2010; WAGNER et al., 2004).
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1.4 O Virus da dengue

Os DENV pertencem ao género Flavivirus e a familia Flaviviridae possuindo quatro
sorotipos distintos (DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4). Sdo virus esféricos com 40 a
60 nm de didmetro, envelopados e de simetria icosaédrica. O genoma é de RNA de fita
simples, polaridade positiva, com aproximadamente 11.000 pares de bases que codificam 10
proteinas virais: 3 (trés) proteinas estruturais: capsideo (C), precursor da membrana M (prM)
e glicoproteina do envelope (E) e 7 (sete) proteinas ndo estruturais: NS1, NS2a, NS2b, NS3,
NS4a, NS4b e NS5 (Figura 2).

Figura 2 - Representacdo esquematica da estrutura, genoma, proteinas estruturais do capsideo (C), precursora da
membrana M (prM), glicoproteina do envelope (E) e proteinas ndo estruturais: NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a,
NS4b e NS5 do virus da dengue.

Virus Imaturo Virus Maduro
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C prM E NS1 NS2 NS3 NS4 NS5

Fonte: (Adaptado de HOTTZ et al., 2011)

A proteina do envelope (E) € responsavel pelo reconhecimento especifico das células
do hospedeiro e pelo desenvolvimento de anticorpos neutralizantes protetores. As proteinas
ndo estruturais (NS) tém associacdo com a patogenia das formas severas da doenca. A
proteina NS1 é secretada a partir de células do hospedeiro infectadas e circula no soro de
pacientes. Ela pode ativar a resposta imune protetora contra a dengue e por isso também é
candidata em potencial para a constru¢do de uma vacina. As regides ndo codificantes 5’ ¢ 3’

sdo importantes na regulacdo e na replicacdo viral (LINDENBACH; RICE, 2001;
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POZZETTO; MEMMI; GARRAUD, 2015; LIU; LIU; GONG, 2016; KHETARPAL,
KHANNA, 2016).

Um quinto sorotipo da doenca (DENV-5) foi identificado por Vasilakis e
colaboradores em 2013 em amostras coletadas durante um surto na Malédsia em 2007.
Acredita-se que o DENV-5 circularia fundamentalmente em macacos, e por esse motivo
poderia comportar-se como uma zoonose (RAMIREZ-JARAMILLO, 2014). Segundo
Mustafa e colaboradores, (2015), a interacdo entre cepas silvestres e popula¢Ges humanas néo
é bem conhecida e a existéncia de pouca ou nenhuma barreira adaptativa a dengue silvestre

em humanos, torna a re-emergéncia uma perspectiva realista.

1.5 Controle do vetor e prevencéo da doenca

O combate ao A. aegypti foi realizado no Brasil, de forma sistematizada, a partir do
século XX. O Brasil participou da campanha de erradicacdo continental do A. aegypti e
obteve éxito na primeira eliminagdo desse vetor em 1955. Considera-se que o combate a
Febre Amarela também teve um impacto na transmissdo da Dengue na primeira metade do
século XX, que ndo existia no Brasil como problema relevante de saude publica (BRAGA,
VALLE, 2007).

Um quantitativo superior a metade da populacdo mundial vive em areas infestadas de
mosquitos, assim, é uma realidade, o risco potencial de ocorréncia de epidemias de doencas
transmitidas por estes vetores, tais como Dengue, Chikungunya, Zika, Febre Amarela e outras
doencas.

Muito se discute sobre a mais efetiva forma de prevencdo e controle, entretanto, a
doenca existe em grandes cidades tropicais onde 0 mosquito vetor vive em contato intimo
com o hospedeiro humano, muitas dessas com elevado nimero populacional (15 a 20 milhGes
de pessoas). Segundo Gubler (2011), a melhor medida de combate seria a integracdo de
medidas que contemplem e combinem o controle de mosquitos, o desenvolvimento de vacinas
e o melhor tratamento clinico dos pacientes, incluindo o uso de antivirais e anticorpos
terapéuticos. Novas ferramentas de controle do vetor estdo surgindo. Progressos estdo sendo
feitos em todas as frentes e incluem novos inseticidas residuais, materiais tratados com

inseticidas, novos controles bioldgicos (Copepods e Wolbachia) e novos métodos de controle
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genético (liberacdo de machos estéreis e mosquitos geneticamente resistentes), além de
vacinas e drogas antivirais necessarias ao controle da dengue (TAHIR et al., 2015).

Existe grande expectativa sobre o uso das vacinas como principal forma de controle da
doenca. De acordo com a OMS a primeira vacina contra dengue, Dengvaxia (CYD-TVD)
produzida pela SANOFI® foi registrada no México em dezembro de 2015 e aprovada no
Brasil, no mesmo ano pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Trata-se de
uma vacina recombinante e atenuada, tetravalente, composta de virus quimérico da febre
amarela e sorotipos da dengue 1, 2, 3 e 4 produzidos em células VERO. Cada um dos quatro
sorotipos contidos na vacina foi obtido separadamente por tecnologia de DNA recombinante,
combinando o virus atenuado da vacina de febre amarela (17D204) e os quatro sorotipos dos
virus selvagens da dengue. A vacina desenvolvida para os sorotipos 1, 2, 3 e 4 do virus da
dengue possui esquema de aplicacdo de 3 doses com intervalos de 6 meses cada (0, 6 e 12
meses), pode ser aplicada em adultos, adolescentes e criangas dos 9 aos 45 anos de idade que
vivem em &reas endémicas. Em abril de 2016, a OMS recomendou o uso da vacina, em &reas
com alta endemicidade da doenca. Estudos clinicos da vacina demonstraram aumento do risco
de hospitalizacdo entre as criangas vacinadas abaixo de 9 anos de idade (WHO, 2016).

A eficacia global da vacina foi de 67 a 80%, com reducdo de 35 a 50% para 0 sorotipo
DENV-2 e sendo inferior em individuos sem exposi¢éo anterior ao virus, quando comparada
aos individuos soropositivos. A duracdo da protecdo e a necessidade de reforcos ainda é
incerta, além disso, o novo quinto sorotipo, DENV-5, ndo foi incluido (WHO, 2016). Existem
até o presente momento, 5 candidatos adicionais a vacinas sob avaliacdo incluindo outras
vacinas com virus atenuado, bem como, com subunidades de DNA e virus inativados
purificados além de outras abordagens como vacinas baseadas em vetores virais € VLP (virus

like particles) que estdo sob avaliacdo em estudos pré-clinicos (WHO, 2016).

1.6 Manifestagdes clinicas e resposta imune

A dengue é uma doenca infecciosa, febril e aguda cujo periodo de incubagdo pode
variar de 3 a 15 dias com uma media de 4 a 7 dias (DIAS et al., 2010). A doenca possuli
espectro que varia desde formas clinicamente assintomaticas, até quadros graves de
hemorragia e choque, podendo evoluir para o 6bito. As formas assintomaticas correspondem

aproximadamente a trés quartos das infec¢bes de dengue (BHATT, 2013). O tratamento &
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meramente sintomatico, ndo existindo tratamento antiviral especifico para a dengue,
limitando-se ao uso de analgésicos ou reposic¢do de liquidos (WHO, 2016).

Quanto a forma de classificacdo, durante muitas décadas, a dengue foi apresentada
como dengue classica (DC), como febre hemorragica da dengue (FHD) e sindrome do choque
da dengue (SCD) (WHO, 1997). Contudo, apo6s estudo internacional foi consenso entre
clinicos e epidemiologistas e sugerida pela OMS em 2009, uma nova classificacdo que definiu
a dengue como: dengue com e sem sinais de alerta e dengue grave, nos casos de
extravasamento de plasma, hemorragia severa e comprometimento de 6rgaos. A inclusdo dos
sinais de alerta auxiliou no tratamento precoce da doenga, possibilitando melhor avaliagéo do
paciente (WHO, 2009a).

A partir de 2014, o Brasil passou a utilizar a nova classificacdo de dengue cuja
abordagem enfatiza tratar-se de uma doenca Unica, dindmica e sistémica. A doenca pode
evoluir para a remissdo dos sintomas, ou agravar-se exigindo constante reavaliacdo e
observacdo, para que ocorram intervencdes em momento oportuno para que se evite a
ocorréncia de 6ébitos (BRASIL, 2016).

Apds periodo de incubacdo, a dengue pode apresentar-se oligossintomatica, com
poucas manifestagdes clinicas, como: febre, mialgia, dor de cabega (2 a 3 dias) e exantema
maculopapular pruriginoso ou nao, associados a febre e dores, por 48 a 72 horas. A viremia
atinge seu pico logo ap6s o aparecimento dos primeiros sintomas, muitas vezes antes mesmo
do paciente apresentar-se doente o suficiente para recorrer a tratamento médico. Virus
circulantes permanecem, no entanto, detectaveis geralmente até o quinto dia de doenca,
coincidindo com o periodo em que os niveis de anticorpos comecam a elevar-se
(VORNDAM; KUNO, 1997; MORELLI; COSTA, 2013).

Na forma classica da dengue, os pacientes apresentam febre, de inicio subito, que pode
alcancar temperaturas elevadas (40°C) na maioria dos casos por 3 dias, podendo permanecer
até o 6° ao 8° dia, acompanhados ou ndo de dores no corpo, artralgia e mialgia na regido
lombar e membros inferiores. Cefaleia de localizacdo retro orbital é a principal queixa.
Néauseas, disturbios do sistema nervoso, prostracdo e anorexia podem durar 1 semana.
Inicialmente ocorre erupcdo cutdnea, com eritema generalizado e fugaz. Em sua maioria,
criancas apresentam uma sindrome febril com sinais e sintomas inespecificos. Febre
inespecifica de curta duragdo, acompanhada de faringite, rinite e tosse branda, é mais
frequente em lactentes e pre-escolares. Manifestagdes hemorragicas podem ocorrer em 5% a
30% dos casos (XAVIER et al., 2014).
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Na maioria dos casos (90%) a doenca evolui de forma ndo complicada, entretanto uma
pequena proporcdo (5 a 10%) evolui para a forma severa, caracterizada por hemorragia e
choque podendo levar a morte se ndo tratada de maneira apropriada (WHO, 2009a;
GUZMAN; HARRIS, 2015).

A resposta imune a infec¢do consiste na producdo das imunoglobulinas dos tipos M
(IgM), G (IgG) e A (IgA) que em sua maioria sdo especificas para proteinas do envelope do
virus (PEELING; SMITH; BOSSUYT, 2010).

O isotipo dominante de imunoglobulina em uma infeccdo primaria é a IgM. Uma
pequena porcentagem dos pacientes apresenta niveis detectaveis de IgM j& no primeiro dia da
doenga (8%). Segundo a OPAS, 80% de todos os casos de dengue tém anticorpos IgM
detectaveis no quinto dia e 93 - 99% dos casos tém IgM detectavel entre o sexto e o décimo
dias. Os niveis de IlgM aumentam rapidamente e atingem seu pico por volta de duas semanas,
permanecendo detectaveis por 2 a 3 meses, 0 que faz desses anticorpos indicadores de
infeccdes recentes (GUBLER; SATHER, 1988; NOGUEIRA et al., 1992; GUZMAN et al.,
2010).

Anticorpos 1gG comecam a aparecer como resposta primaria, alguns dias depois dos

anticorpos IgM, sendo detectaveis a partir do quinto dia de doenga (Figura 3).

Figura 3 - Cinética dos antigenos (NS1) e anticorpos (IgM e 1gG) em infec¢Bes primarias e secundérias pelo
virus da dengue.

Infeccao Primaria Infeccao Secundaria
RNA IgG RNA IgG
NS1 NS1
IgM IgM
I I I 1 I I 1 1 I I
0 5 6 90 365 dias 0 5 6 90 365 dias
Dias Apds Inicio dos Sintomas Dias Apos Inicio dos Sintomas

Fonte: (Adaptado de CDC, 2017)


http://www.cdc.gov/dengue/clinicallab/laboratory.html
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Os titulos de IgG aumentam lentamente a partir da primeira semana de infeccdo e
permanecem detectaveis por toda a vida. Individuos com imunidade prévia ao DENV ou
mesmo a outro Flavivirus desenvolvem uma resposta secundaria caracterizada pelo rapido
aumento no titulo de IgG quase que imediatamente apos o inicio dos sintomas e pelo alto grau
de reagéo cruzada, em relacdo a outros Flavivirus (INNIS et al., 1989, ZHANG et al., 2015).

Os niveis de IgM na resposta secundéria séo consideravelmente mais baixos do que na
resposta primaria como mostrado na Figura 3 (WHO, 1997). A relacéo entre os titulos de IgM
e 1gG e a especificidade dos anticorpos podem ser utilizadas como critério na caracterizacdo
de respostas primarias e secundérias. Além disso, anticorpos IgM e IgG podem ser especificos
para um determinado sorotipo em algumas infec¢Bes primarias, o0 que geralmente ndo ocorre
em infeccdes secundarias (MIAGOSTOVICH et al., 1999; HALSTED, 2007). O grau de
reacao cruzada apresentada por esses anticorpos é variavel e é dependente do antigeno e do
teste diagnostico utilizado (VORNDAM; KUNO, 1997).

A infeccdo secundaria com outros sorotipos da dengue aumenta o risco de
desenvolvimento das formas mais severas da doenca (GUZMAN; HARRIS, 2015). A
resposta imunologica varia nas infeccGes primarias e secundarias, de pessoa para pessoa;
assim sendo, vérias técnicas sdo frequentemente usadas em combinacao para confirmacédo de
um caso de dengue (BALMASEDA et al., 2003).

A deteccdo de anticorpos IgA presentes na saliva de individuos com infeccdo pela
dengue ja foi avaliada, entretanto ndo sdo marcadores frequentemente utilizados no
diagnostico da doenca (ANDREIS, 2016).

A infeccdo em humanos por um sorotipo confere imunidade permanente contra
reinfecgdes subsequentes pelo mesmo sorotipo, mas apenas protecdo parcial e temporaria
contra 0s outros sorotipos (MARTINEZ, 2008). Os quatro sorotipos sdo geneticamente
diversos e compartilham identidade limitada, cerca de 60% a 70% e dentro de cada sorotipo a
variacdo genotipica pode determinar o potencial de viruléncia da cepa (KING; ANDERSON;
MARSHALL, 2002; GUZMAN; HARRIS, 2015). O tratamento da dengue é baseado
principalmente na sintomatologia. Nenhuma droga antiviral mostrou efeito contra o virus
(POZZETTO; MEMMI; GARRAUD, 2015; KAPTEIN; NEYTS, 2016).

Em 2015, pelo menos 9 arboviroses que causam doenca em humanos circularam no
Brasil. O clima tropical torna o pais susceptivel a co-circulacdo de diferentes arboviroses
como a Dengue, Chikungunya e mais recentemente o virus Zika registrado em varios estados
do pais. A introducdo dessas arboviroses esta diretamente relacionada a movimentacdo de

pessoas, em particular associada ao turismo e imigracdo (FRACP et al., 2013). Dengue,
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Chikungunya e Zika foram introduzidas nas &reas urbanas e seu vetor (A. aegypti) altamente
antropofilico permitiu a rapida adaptacdo ao nosso ambiente, resultando a infeccdo humanos
(MAYER; TESH; VASILAKIS, 2017). Tais infec¢bes sdo clinicamente similares e
oligossintomaticas e o diagndstico diferencial pode ser dificultado principalmente quando o
acesso a laboratorios de referéncia